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Un savant fait travailler une puce. Il lui dit : 

- Saute ! 

La puce saute. Il lui coupe les pattes et dit : 

- Saute ! 

La puce ne saute pas, le savant note sur son carnet : 

"Lorsqu'on coupe les pattes d'une puce, elle devient sourde." 

 

 

Moralité : 

Le fait est une chose, l'explication en est une autre. 

 

 

 

Jean Vandenhaute (1941-2013) 

Professeur émérite de l’Université de Namur 
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Résumé : 

Le système sécrétion de type V à deux partenaires ou système TPS est un système dédié à la sécrétion de 

protéines de grandes tailles souvent impliquées dans la virulence. La protéine sécrétée ou protéine TpsA 

traverse la membrane externe via son partenaire membranaire spécifique, la protéine TpsB. Ces systèmes TPS 

sont répartis en deux sous-familles, la sous-famille FHA/FhaC et la sous-famille HMW1A/HMW1B, peu 

caractérisée structuralement, à laquelle appartient le système HxuA/HxuB dédié à l’acquisition de l’hème 

extracellulaire chez Haemophilus influenzae. 

Ma thèse est consacrée à l’étude structurale et fonctionnelle du système HxuA/HxuB. A cette fin, le système de 

sécrétion HxuA/HxuB a été recréé chez E. coli. Le domaine N-terminal de HxuA, HxuA301, et son partenaire 

HxuB entier ont été produits respectivement en surnageant de culture et en membrane externe. Après 

purification de ces protéines, des essais de cristallogenèse ont été réalisés. Des cristaux ont été obtenus pour 

HxuA301 et HxuB. Seule la structure de HxuA301 a pu être déterminée avec une résolution de 1,5 Å. HxuA301 

présente une structure en hélice-β main droite avec un motif extra-hélice constitué de quatre brins-β 

antiparallèles. Des croisements entre les systèmes HxuA/HxuB et HMW1A/HMW1B ont été réalisés et ont mis 

en évidence le fait que HxuB n’est pas indispensable au repliement de HxuA301. On a en effet pu résoudre la 

structure de HxuA301 produite dans E. coli sans HxuB (HxuA301-noB) qui est en tout point identique à celle de 

HxuA301. Cette observation appuie l’hypothèse selon laquelle le domaine N-terminal des protéines TpsA sert à 

initier le repliement progressif de la protéine TpsA une fois la surface bactérienne atteinte. 

Abstract : 

The type V two-partner secretion system or TPS system is a system dedicated to the secretion of large proteins 

mostly implied in virulence. The secreted protein or TpsA protein crosses the outer membrane thanks to its 

membrane partner, the TpsB protein. The TPS systems are subdivided into two subfamilies, the FHA/FhaC and 

HMW1A/HMW1B subfamily, with few structural characterized, in which belongs the system HxuA/HxuB 

dedicated to the acquisition of extracellular haem in Haemophilus influenzae. 

My thesis focuses on the structural and functional study of HxuA/HxuB system. In that aim, HxuA/HxuB 

secretion system has been recreated in E. coli. HxuA N-terminal domain, HxuA301, and full length HxuB 

membrane partner have been produced respectively in the supernatant and in the outer membrane. After 

purification of these proteins, crystallogenesis assays have been realized. Crystals have been obtained for 

HxuA301 and HxuB. Only the HxuA301 structure has been determined with a resolution of 1,5 Å. HxuA301 

presents a structure in right-handed β-helix with one extra-helix motif constituted a four antiparallel β-strands. 

Crossing between HxuA/HxuB and HMW1A/HMW1B systems has been realized and highlighted that HxuB is 

not necessary for the folding of HxuA301. Indeed, we succeed to solve the structure of HxuA301 produced in E. 

coli without HxuB (HxuA301-noB) which is strictly identical to the one of HxuA301. This observation supports 

the hypothesis that N-terminal domain of TpsA could act as a scaffold pour the progressive folding of TpsA 

protein once the cell surface reached. 
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Liste des abréviations 

 
ADN Acide désoxyribonucléique 
AEBSF Inhibiteur de sérine protéase 
AT Autotransporteur 
ATP Adénosine Triphosphate 
β-OG n-Octyl-β-D-glucopyranoside 
C-terminal Carboxy-terminal 
CMC Concentration micellaire critique 
Da Dalton(s) 
DO Densité optique 
EDTA Acide éthylène diamine tétra-acétique 
FHA Protéine TpsA mature du système FHA/FhaC de la sous-famille FHA 
Fha30 304 premiers résidus de la protéine FHA 
FhaC Protéine TpsB mature du système FHA/FhaC de la sous-famille FhaC 
LPS Lipopolysaccharide 
Hib Haemophilus influenzae de sérotype b 
HMW1A Protéine TpsA du système HMW1A/HMW1B de la sous-famille de HMW1A 
HMW1A-PP 373 premiers résidus de la protéine HMW1A 
HMW1A373 373 premiers résidus de la protéine HMW1A 
HMW1B Protéine TpsB du système HMW1A/HMW1B de la sous-famille de HMW1B 
HxuA Protéine TpsA du système HxuA/HxuB de la sous-famille de HMW1A 
HxuA301 301 premiers résidus de la protéine HxuA 
HxuB Protéine TpsB du système HxuA/HxuB de la sous-famille de HMW1B 
I/ I Rapport des intensités du signal sur bruit 
IPTG Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
kDa Kilodalton(s) 
λ Longueur d’onde 
Mean B Facteur de température moyen 
N-terminal Amino-terminal 
NTHi Nontypeable Haemophilus influenzae 
OM Outer membrane 
OMP Outer membrane protein 
PCR Polymerase chain reaction 
PDB Protein data bank 
PEG Polyéthylène glycol 
POTRA Polypeptide-transport associated (domain) 
RMSD Root-mean-square-deviation 
rpm Rotation per minute 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
TPS Two-partner secretion system 
TpsA Partenaire protéique sécrété de système TPS 
TpsB Partenaire protéique de la membrane externe de système TPS 
v/v Volume/volume 
w/v Poids/volume 
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1. Enveloppe des bactéries à Gram-négatif 

1.1. Composition de l’enveloppe des bactéries à Gram-négatif 

Le monde des procaryotes est subdivisé en deux groupes majeurs : les eubactéries et les 

archéobactéries. Les eubactéries, plus souvent nommées bactéries, sont elles-mêmes subdivisées en 

deux groupes : les bactéries à Gram-positif et les bactéries à Gram-négatif. Cette dénomination, 

basée sur la coloration gram développée en 1884 par Christian Gram, révèle des différences 

fondamentales entre ces deux groupes dans la composition de leur enveloppe bactérienne. 

L’enveloppe des bactéries à Gram-positif consiste en une membrane plasmique couverte à l’extérieur 

par une épaisse couche de 20 à 80 nm de peptidoglycane ou muréine. Le peptidoglycane est un 

réseau de polymères constitués d’une alternance de deux dérivés sucre, les acides N-acétyle-

glucosamine (NAG) et N-acétyle-muramique (NAM) (Figure 1-C). Ces polymères sont reliés entre eux 

par de courtes chaines d’acides aminés (Willey et al., 2008). 

L’enveloppe des bactéries à Gram-négatif est plus complexe (Figure 1-A). Elle comprend deux 

membranes, la membrane interne (ou membrane plasmique) et la membrane externe, séparées par 

le périplasme. La membrane interne est une bicouche phospholipidique dans laquelle s’intègrent des 

protéines périphériques et intégrales. Cette membrane semi-perméable est impliquée dans le 

transport de nutriments et de déchets, la sécrétion de protéines et dans des processus métaboliques. 

Le périplasme est un compartiment aqueux riche en protéines telles que celles impliquées dans le 

transport de nutriments et dans la chimiotaxie ou celles impliquées dans la biogenèse de l’enveloppe 

bactérienne comme les chaperonnes (Ehrmann, 2007). L’espace périplasmique comprend également 

une fine couche de peptidoglycane de 2 à 7 nm d’épaisseur (Figure 1-C). A noter que le périplasme 

est dépourvu d’ATP (Willey et al., 2008). 
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Figure 1. (A) Modèle de l’enveloppe de la bactérie à Gram-négatif. (B) Le modèle moléculaire du lipopolysaccharide 
d’Escherichia coli. Le lipide A et le corps de polysaccharide sont droit tandis que la chaine O se plie et forme un angle avec le 
reste de la molécule. (C) Composition d’une sous-unité de peptidoglycane. NAG : acide N-acétyle-glucosamine. NAM acide 
N-acétyle-muramique. Adapté de (Willey et al., 2008) 

1.2. Fonctions et composition de la membrane externe 

La membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique. La partie intérieure de la membrane 

externe se compose de phospholipides. La partie extérieure est constituée de glycolipides et 

principalement de lipopolysaccharide (LPS). Le LPS se compose du lipide A, comportant la région 

hydrophobe d’ancrage à la membrane, auquel est lié et orienté vers le milieu extérieur le noyau (ou 

core) polysaccharidique. A ce noyau est liée une chaine polysaccharidique, la chaine latérale O ou 

antigène O soit un antigène spécifique et variable qui n’est synthétisé que par les souches 

bactériennes dites lisses (Figure 1-B) (Nikaido, 2003). Les fonctions du LPS sont nombreuses ; le LPS 

contribue à la charge négative de la membrane externe, à l’attachement de la bactérie à des surfaces 

et à la formation de biofilms et le lipide A stabilise la membrane externe (Willey et al., 2008). 

1.3. Protéines de la membrane externe 

Comme les autres membranes biologiques, la membrane externe, de par sa structure en bicouche 

lipidique, présente une faible perméabilité aux solutés hydrophiles tels que les nutriments. Dès lors 

la membrane externe intègre de nombreuses protéines aux fonctions diverses telles que le transport 
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de nutriments, l’efflux de déchets, la sécrétion de protéines, l’activité enzymatique ou encore la 

transduction de signaux. 

La membrane externe est notamment constituée de protéines intégrales ou OMPs (de l’anglais outer 

membrane proteins). Différentes familles de protéines sont rassemblées sous le terme d’OMPs telles 

que les porines, les canaux spécifiques ou des protéines sécrétrices. 

1.3.1. Biogenèse des OMPs 

Comme l’ensemble des protéines de la bactérie, les OMPs sont synthétisées dans le cytoplasme 

obligeant la mise en place de systèmes de translocation vers la membrane externe (Figure 2). 

 

Figure 2. Biogenèse des OMPs chez E. coli. Les OMPs sont synthétisées dans le cytoplasme et maintenues sous forme 
dépliée par SecB (voie SecB-dépendante). Les OMPs sont reconnues par SecA et traversent la membrane interne via le 
complexe de translocation SecYEG. Des chaperonnes périplasmiques, SurA ou Skp et DegP, reconnaissent les OMPs dépliées 
et empêchent leur agrégation. Les OMPs sont intégrées à la membrane externe via l’intervention de la machinerie BAM 
(BamABCDE). 

Après synthèse cytoplasmique, les OMPs utilisent la machinerie Sec pour traverser la membrane 

interne. Cette machinerie ne transporte que des protéines non repliées (du Plessis et al., 2011). Chez 

E. coli, les protéines à destination de l’enveloppe bactérienne peuvent traverser la membrane 

interne via la translocase Sec soit par la voie SRP-dépendante (signal recognition particule), soit par la 

voie SecB-dépendante. La voie SRP-dépendante est généralement utilisée pour l’insertion des 

protéines membranaires intégrales dans la membrane cytoplasmique tandis que la voie Sec-

dépendante est utilisée par les protéines périplasmiques et les OMPs. Via la voie Sec-dépendante, les 

protéines sont maintenues après traduction sous forme dépliée par la chaperonne cytoplasmique 

SecB (Driessen, 2001; Lilly et al., 2009). Le peptide signal N-terminal des OMPs est ensuite reconnu 

par SecA qui va catalyser la translocation des OMPs au travers du canal formé par le complexe de 
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translocation SecYEG. Cette translocation est rendue possible grâce à l’énergie fournie lors de 

l’hydrolyse de l’ATP (du Plessis et al., 2011). 

Le passage vers le périplasme des OMPs au travers de la machinerie Sec se fait de leur extrémité N-

terminale à la C-terminale (du Plessis et al., 2011). Après la translocation, les OMPs sont libérées 

dans le périplasme par clivage de leur peptide signal. Dans le périplasme, la stabilisation des OMPs 

sous forme dépliée, la prévention de leur agrégation et l’aide au repliement dépendent de 

chaperonnes périplasmiques. Les chaperonnes périplasmiques les plus importantes sont Skp, SurA et 

DegP. 

La chaperonne périplasmique trimérique Skp (seventeen kilodalton protein) interagit à la surface de 

la membrane interne avec les OMPs en translocation dès leur entrée dans le périplasme (Schäfer et 

al., 1999). SurA interagit spécifiquement avec les OMPs non repliées (Behrens et al., 2001; Bitto and 

McKay, 2004) et va aider au repliement de celles-ci (Lazar and Kolter, 1996; Rouvière and Gross, 

1996; Ureta et al., 2007). DegP est une chaperonne périplasmique qui possède également une 

activité protéase vis-à-vis de protéines mal repliées (Spiess et al., 1999; Iwanczyk et al., 2007; Meltzer 

et al., 2008). La synthèse de DegP est induite par une grande variété de stress extra-cytoplasmiques 

(Subrini and Betton, 2009) et par la présence d’OMPs dans le périplasme (Krojer et al., 2010). Chez E. 

coli, DegP est hexamérique à l’état de repos. L’interaction avec son substrat induit l’activation de 

DegP et la formation d’un homo-oligomère de 12 ou 24 sous-unités. Cet oligomère enferme le 

substrat dans une « cage » dont l’environnement favorable permet la dégradation ou le repliement 

du substrat (Meltzer et al., 2008; Krojer et al., 2008; Jiang et al., 2008; Merdanovic et al., 2010). 

Bien que l’implication des chaperonnes Skp, SurA et DegP dans la translocation des OMPs au travers 

du périplasme soit établie, leurs interrelations et leurs rôles exacts ne sont pas clairement définis. Le 

modèle actuel décrit deux voies parallèles : une voie principale dépendante de SurA et une voie 

secondaire dépendante de Skp et DegP (Sklar, Wu, Kahne, et al., 2007). 

Après la traversée du périplasme, les OMPs sont intégrées dans la membrane externe par le 

complexe BAM (β-Barrel Assembly Machinery) dont le mécanisme est détaillé au point 3.2.6. 

1.3.2. Structure en tonneau β 

Les OMPs se structurent en tonneau β, monomérique ou oligomérique, composé de 8 (Vogt and 

Schulz, 1999) à 24 (Remaut et al., 2008) brins β antiparallèles et amphipathiques (Figure 3). 

L’intérieur du tonneau est essentiellement tapissé par des résidus hydrophiles et l’extérieur par des 

résidus hydrophobes (Koebnik et al., 2000). 
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Figure 3. Structures cristallographiques des protéines en tonneau β d’Escherichia coli. Représentation en ruban des 
structures de OmpX (code PDB : 1QJ9), protéine en tonneau β à 8 brins, et de PapC (code PDB : 2VQI), protéine en tonneau 
β à 24 brins. Vue dans le plan de la membrane externe avec le milieu extérieur au-dessus et le périplasme en-dessous. 

Jusqu’à présent, l’ensemble des OMPs de structure connue présente un nombre pair de brins β à 

l’exception de la protéine mitochondriale VDAC (voltage-dependent anion channel) qui est constituée 

de 19 brins β (Hiller et al., 2008; Bayrhuber et al., 2008; Ujwal et al., 2008). 

Les tonneaux β sont caractérisés par leur nombre de brins β et par leur shear number qui est une 

mesure de l’angle d’inclinaison des brins β par rapport à l’axe du tonneau (Schulz, 2002). Plus le 

shear number sera élevé, plus la section du tonneau sera grande (Figure 4). 

 

Figure 4. Structures cristallographiques en tonneau β du domaine transporteur de l’autotransporteur BrkA (Bordetella 
pertussis) et du transporteur Tsx (Escherichia coli). BrkA(code PDB : 3QQ2) et Tsx (code PDB : 1TLY) sont deux tonneaux à 
12 brins β (n=12). L’inclinaison des brins de Tsx est plus marquée que celle de BrkA induisant un shear number plus élevé 
pour Tsx (s=16) par rapport BrkA (s=14). Vue dans le plan de la membrane externe avec le milieu extérieur au-dessus et le 
périplasme en-dessous. 
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Les brins β sont reliés entre eux par des boucles hydrophiles. Celles-ci sont généralement courtes du 

coté périplasmique, on parle de β-tournant ou de β-turn. Du côté du milieu extracellulaire (ou du 

cytoplasme dans le cas des organelles), ces régions sont souvent de longues boucles ou loop en 

anglais et numérotées L1, L2, et ainsi de suite. 

L’angle d’insertion du tonneau β dans la membrane varie d’une protéine à l’autre. Les angles 

d’insertion des OMPs de structure connue sont modélisés par calcul et reprises dans la base de 

données « Orientations of Proteins in Membranes (OPM) database ». 

Les protéines transmembranaires en tonneau β sont le plus souvent monomériques (exemple de la 

protéine OmpX) (Figure 3) ou de structure quaternaire trimérique (exemple de la porine OmpF) 

(Figure 5). 

 

Figure 5. Structure cristallographique de OmpF d’Escherichia coli. Représentation en ruban de la structure de OmpF (code 
PDB : 2POX), protéine en tonneau β à 16 brins de structure quaternaire trimérique. Vue dans le plan de la membrane 
externe avec le milieu extérieur au-dessus et le périplasme en-dessous pour la représentation de gauche et vue depuis le 
milieu extracellulaire pour la représentation de droite. Chaque tonneau est issu d’un polypeptide, coloré différemment. 

La phospholipase A (OmpLA) d’Escherichia coli est présente sous forme monomérique dans la 

membrane externe mais, en présence de son substrat et d’ions calcium, elle peut former un dimère 

réversible et actif (Dekker et al., 1997). La structure cristallographique de la forme dimérique de 

OmpLA est la seule structure dimérique d’OMP en tonneau β à avoir été décrite à l’heure actuelle 

(Figure 6) (Snijder et al., 1999). 
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Figure 6. Structure cristallographique du dimère de la phospholipase A (OmpLA) d’Escherichia coli. Représentation en 
ruban de la structure de forme dimérique de OmpLA (code PDB : 1QD6), protéine en tonneau β à 12 brins. Vue dans le plan 
de la membrane avec le milieu extérieur au-dessus et le périplasme en-dessous. Chaque tonneau est issu d’un polypeptide, 
coloré différemment. 

Dans les cas des dimères et trimères décrits ci-dessus, chaque tonneau β est constitué d’un 

polypeptide. Il existe aussi des protéines membranaires dont le tonneau β est constitué de plusieurs 

polypeptides. Quelques cas de structures en tonneau β heptamériques (Figure 7) (Song et al., 1996; 

De and Olson, 2011; Savva et al., 2013) et octamériques (Faller et al., 2004; Yamashita et al., 2011) 

ont été décrites. Chacun des monomères de ces multimères contribue à la formation du tonneau β 

avec deux brins β transmembranaires antiparallèles formant des tonneaux de 14 et 16 brins β 

respectivement. 

 

Figure 7. Représentation en ruban de la structure cristallographique de l’α-hémolysine de Staphylococcus aureus (code 
PDB : 7AHL). L’α-hémolysine n’est pas une OMP, elle est exprimée sous forme de monomère soluble et s’assemble en 
heptamère dans la membrane des cibles eucaryotes (Song et al., 1996). Chaque polypeptide, représenté dans une couleur 
différente, contribue à deux brins β du tonneau à 14 brins β transmembranaires antiparallèles. 
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La contribution de plusieurs polypeptides dans la formation d’un tonneau β est aussi retrouvée chez  

les autotransporteurs trimériques. Dans le cas de l’autotransporteur trimérique Hia de Haemophilus 

influenzae chaque polypeptide contribue à la formation du tonneau β à 12 brins transmembranaires 

antiparallèles avec 4 brins β (Figure 8) (Meng et al., 2006). 

 

Figure 8. Représentation en ruban de la structure cristallographique de l’autotransporteur trimérique Hia de 
Haemophilus influenzae (code PDB : 2GR7). Chaque polypeptide, représenté dans une couleur différente, contribue à 
quatre brins β du tonneau à 12 brins β transmembranaires antiparallèles. Vue dans le plan de la membrane externe avec le 
milieu extérieur au-dessus et le périplasme en-dessous pour la représentation de gauche et vue depuis le milieu 
extracellulaire pour la représentation de droite. 

1.3.3. Porines 

Parmi les OMPs, les porines sont les protéines les plus abondantes de la membrane externe. Elles 

forment des pores permettant la diffusion de petits solutés hydrophiles (< 600 daltons). Les porines 

ne lient pas leurs substrats mais la diffusion de ceux-ci est guidée par la différence de concentration 

entre le milieu extracellulaire et le périplasme. Ces porines sans spécificité de substrat hormis une 

certaine sélectivité pour des cations ou des anions, ont un tonneau β à 16 brins. L’intégration des 

nutriments présents en faible quantité dans le milieu extracellulaire n’est pas possible par diffusion 

et est assurée par des transporteurs spécifiques du substrat et des transporteurs actifs. Les porines 

dont le tonneau comprend 18 brins β sont classifiées comme porines à spécificité de substrat 

(Schirmer et al., 1995; Forst et al., 1998; Dutzler et al., 2002; Nikaido, 2003; Galdiero et al., 2007; 

Pagès et al., 2008). 
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2. Systèmes de sécrétion chez les bactéries à Gram-négatif 

Afin de pouvoir coloniser une large variété de milieux et de pouvoir communiquer avec leurs 

semblables, les bactéries à Gram-négatif ont développé divers modes d’interaction. Ces interactions 

sont majoritairement assurées par six différents types de systèmes de sécrétion classifiés de I à VI 

(Figure 9). 

Certains de ces systèmes permettent la sécrétion directement aux travers des deux membranes des 

bactéries à Gram-négatif. D’autres utilisent les systèmes de translocation au travers de la membrane 

interne : le système de sécrétion Sec et le système de sécrétion Tat (Twin-Arginine Translocation). 

Dans les deux cas, une reconnaissance spécifique d’un peptide signal à l’extrémité N-terminale du 

substrat se fait et ce peptide signal est clivé lors de la translocation au travers de la membrane 

interne (Natale et al., 2008). La différence la plus marquante entre ces deux systèmes est que le 

système Sec transporte les chaines polypeptidiques sous leur forme dépliée tandis que le système 

Tat transporte des protéines déjà repliées (Berks et al., 2005; Lee et al., 2006). 

 

Figure 9. Représentation simplifiée des systèmes de sécrétion de type I à VI. Le pointillé indique la liaison présente entre 
le domaine transporteur et le domaine passager dans le cas de certains systèmes de type V tels que les autotransporteurs. 
OMF, outer membrane factor ; MFP, membrane fusion protein ; ABC, transporteur transmembranaire de type ATP-binding 
cassette (ABC) ; Sec, système de sécrétion Sec ; Tat, système de sécrétion Tat (Twin-Arginine Translocation) ; MI, membrane 
interne ; ME, membrane externe. 

Le système de sécrétion de type I est constitué de trois composants : un transporteur 

transmembranaire de type ATP-binding cassette (transporteur ABC) au niveau de la membrane 

Thèse de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



INTRODUCTION 

10 
 

interne, la protéine de fusion des membranes ou MFP (membrane fusion protein) qui constituerait le 

lien entre le transporteur ABC et le facteur de la membrane externe ou OMF (outer membrane 

factor), le dernier composant de ce système. Les protéines sont adressées à ce système grâce à un 

peptide signal C-terminal non-clivé lors du transport. Ce système de sécrétion de type I permet le 

transfert direct de protéines depuis le cytoplasme vers le milieu extérieur sans transiter par le 

périplasme (Dinh et al., 1994; Saurin et al., 1999; Delepelaire, 2004). 

Plus complexes, les systèmes de sécrétion de type II et IV ont des similarités fonctionnelles et 

structurales laissant supposer une origine commune (Russel, 1998; Peabody et al., 2003). Ces 

systèmes sont constitués de deux complexes séparés : l’un au niveau de la membrane interne et le 

second au niveau de la membrane externe. Ensemble, ces deux complexes s’étirent sur l’entière 

épaisseur de l’enveloppe bactérienne (Crowther et al., 2004; Robert et al., 2005; Daniel et al., 2006; 

Lybarger et al., 2009). 

Le système de sécrétion de type II permet la sécrétion de protéines, telles que des facteurs de 

virulence, préalablement repliées et/ou oligomériques depuis le périplasme vers le milieu extérieur 

via un mécanisme de type piston. Ce système utilise le système Tat lorsqu’un repliement 

cytoplasmique est requis et le système Sec lorsque le repliement se fait dans le périplasme (Pugsley, 

1993; Voulhoux et al., 2001). 

Le système de sécrétion de type IV présente une grande variété de fonctions et permet le transport 

de protéines monomériques et multimériques, des complexes nucléoprotéiques et d’ADN (Rêgo et 

al., 2010). Le transfert de protéines par voie de sécrétion de type IV est le plus souvent retrouvé chez 

les bactéries pathogènes. Ce système leur permet d’établir une relation hôte-pathogène 

d’interaction et/ou de transfert de protéines effectrices toxiques ou de complexes protéiques 

directement dans le cytoplasme de l’hôte (Alvarez-Martinez and Christie, 2009). 

Le système de sécrétion de type III est souvent associé à des rôles essentiels dans la pathogénicité. 

En effet, il permet l’injection directement dans le cytosol de l’hôte de protéines effectrices (Rosqvist 

et al., 1991; Sory and Cornelis, 1994; Rosqvist et al., 1995; Cornelis and Wolf-Watz, 1997). Le système 

de sécrétion de type III est un complexe qui comprend plus de 20 composants. Le corps basal de ce 

système qui s’étend au travers de toute l’enveloppe bactérienne est associé à un appendice 

extracellulaire de type aiguille. Ce dernier permet le transport des protéines sécrétées vers l’interface 

hôte-pathogène. La translocation dans la cellule hôte eucaryote est probablement réalisée par un 

translocon bactérien formant un canal. Le système de sécrétion de type III fait également référence 

au système flagellaire, important organelle pour la mobilité des bactéries. Le flagelle est connecté au 

corps basal du système de type III par des protéines formant un coude ou crochet. 

Thèse de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



INTRODUCTION 

11 
 

Le système de sécrétion de type V est Sec-dépendant et inclut cinq types de systèmes dont les plus 

connus sont les autotransporteurs ou type Va et les systèmes de sécrétion à deux partenaires ou 

type Vb (Leo et al., 2012). Ces deux systèmes sont dévolus à la translocation au travers de la 

membrane externe de grandes protéines (1500 à 5000 acides aminés) essentiellement liées à la 

virulence. Ces systèmes seront décrits plus en détails dans le point suivant. 

Le système de sécrétion de type VI, récemment décrit, est largement présent chez les bactéries à 

Gram-négatif et plus particulièrement chez les protéobactéries (Bingle et al., 2008; Cascales, 2008; 

Boyer et al., 2009). Ces systèmes de sécrétion sont dédiés à la virulence dirigée contre des cellules 

hôtes eucaryotes ainsi qu’à la régulation des interactions entre bactéries et à la compétition 

bactérienne (Schwarz, West, et al., 2010; Hood et al., 2010; Jani and Cotter, 2010; MacIntyre et al., 

2010; Schwarz, Hood, et al., 2010; Russell et al., 2011; Murdoch et al., 2011). Le système de sécrétion 

de type VI est requis pour tuer les bactéries avoisinantes non-immunisées par la sécrétion de 

protéines antibactériennes directement dans leur cytoplasme grâce à un contact cellule-cellule 

(Hood et al., 2010; Russell et al., 2011). De nombreux composants du corps du système de sécrétion 

de type VI présentent des similarités structurales avec des protéines de bactériophages (Cascales and 

Cambillau, 2012). 

3. Système de sécrétion de type V 

3.1. Diversité des systèmes de sécrétion de type V 

Comme indiqué précédemment, le système de sécrétion de type V inclut cinq types de systèmes de 

sécrétion : le système Va ou système autotransporteur classique ou monomérique, le système Vb ou 

système de sécrétion à deux partenaires (détaillé au point 3.2), le système Vc ou système 

autotransporteur trimérique et les systèmes Vd et Ve. Ces systèmes de sécrétion de type V, qui sont 

Sec-dépendants, ont en commun la présence d’un domaine en tonneau β qui s’insère dans la 

membrane externe et qui participe à la sécrétion d’un domaine passager ou d’une protéine 

passagère (Leo et al., 2012; Grijpstra et al., 2013). La traversée du périplasme est assistée par les 

chaperonnes périplasmiques SurA, Skp et DegP (Grosskinsky et al., 2007; Ruiz-Perez et al., 2009). Le 

complexe d’assemblage de tonneau β ou complexe BAM (β-barrel assembly machinery) est crucial 

pour la biogenèse des ATs (Knowles et al., 2009; Lehr et al., 2010) et l’implication de BamA (nommée 

antérieurement Omp85 chez N. meningitidis et YaeT chez E. coli) dans l’insertion en membrane a été 

démontrée (Jain and Goldberg, 2007; Ieva and Bernstein, 2009; Sauri et al., 2009) (Figure 10). 
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Figure 10. Schéma des différents systèmes de sécrétion de type V (SS type V). Les systèmes de sécrétion de type V sont 
Sec-dépendants et leurs protéines sont par conséquent porteuses d’un peptide signal N-terminal. Ces systèmes ont en 
commun un domaine de translocation en tonneau β à 12 (en vert) ou 16 (en bleu) brins β. L’insertion de ce tonneau est 
facilitée par le complexe BAM. Les domaines de translocation peuvent comprendre des domaines périplasmiques de type 
POTRA également présents chez BamA du complexe BAM. L’ordre dans lequel sont encodés les domaines de translocation 
et les domaines passagers varie en fonction des systèmes. Ces systèmes peuvent être trimériques (cas du SS type Vc) ou 
monomériques (autres cas). Une protéine des SS type V comprend le peptide signal, le domaine passager et le domaine de 
translocation sauf dans le cas des SS type Vb où l’encodage de ces deux domaines est réalisé par deux protéines distinctes 
et où la protéine passagère est précédée d’un domaine de reconnaissance, le domaine TPS, pour la protéine de 
translocation. Figure inspirée de (Grijpstra et al., 2013) 

3.1.1. Système de sécrétion de type Va : les autotransporteurs 

Les autotransporteurs (ATs) monomériques ou autotransporteurs classiques (système de sécrétion 

Va) sont des protéines modulaires composées, de l’extrémité N-terminale à la C-terminale, d’un 

peptide signal, d’un domaine passager et d’un domaine de translocation. 

Le domaine passager constitue le domaine fonctionnel de la protéine. Les unités de translocation de 

structure connue ont toutes une structure en tonneau β à 12 brins inséré dans la membrane externe 

(Oomen et al., 2004; Barnard et al., 2007; van den Berg, 2010; Tajima et al., 2010; Zhai et al., 2011). 

Cette unité de translocation permet le passage du domaine passager au travers de la membrane de 

l’extrémité C-terminale vers l’extrémité N-terminale. Le repliement du domaine passager se réalise 

au fur et mesure qu’il est sécrété (Pohlner et al., 1987; Jacob-Dubuisson et al., 2004; Henderson et 

al., 2004; van den Berg, 2010). Il est fort probable que le repliement progressif du domaine passager 

constitue le moteur de sa propre translocation (Peterson et al., 2010). La plupart des ATs de type Va 
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sont des protéases autocatalytiques ce qui leur permet de relâcher le domaine passager dans le 

milieu extracellulaire (Leo et al., 2012). 

3.1.2. Système de sécrétion de type Vc : les autotransporteurs trimériques 

Les autotransporteurs (ATs) trimériques sont généralement des adhésines (TAA pour trimeric 

autotransporter adhesins) dont le domaine passager reste ancré au tonneau β (Linke et al., 2006). Les 

ATs trimériques ont une architecture modulaire semblable à celle des ATs monomériques (SS type 

Va) mais dont les domaines passagers et de translocation sont capables de se trimériser (Szczesny 

and Lupas, 2008). 

Le tonneau β du domaine de translocation des TAA est formé à partir de trois chaines 

polypeptidiques. Chacune d’entre elles contribue à la formation de 4 des 12 brins β du tonneau 

(Figure 8, structure cristallographique de l’autotransporteur trimérique Hia) (Hoiczyk et al., 2000; 

Linke et al., 2006; Wollmann et al., 2006). 

3.1.3. Système de sécrétion de type Vd 

Un nouveau type d’autotransporteur (AT) a récemment été décrit, le système de sécrétion de type 

Vd. Le prototype de ce système est PlpD, la protéine patatin-like de Pseudomonas aeruginosa 

(Salacha et al., 2010). Le domaine passager de PlpD est clivé de manière autocatalytique après sa 

complète translocation comme chez les ATs classiques (Va). La particularité du système Vd est la 

présence d’un domaine POTRA (polypeptide-transport-associated domain) entre le domaine passager 

et le domaine de translocation en tonneau β. Ce type de domaine est retrouvé chez les protéines de 

la superfamille BamA/TpsB (voir point 3.2.5). Les domaines POTRA de BamA du complexe BAM sont 

impliqués dans l’interaction avec son substrat initiant le mécanisme d’insertion en membrane du 

substrat. Dans le cas de PlpD, cette fonction serait remplie par son domaine POTRA intrinsèque. Le 

tonneau β de PlpD a également pour particularité de comprendre 16 brins β contrairement aux 

autres systèmes ATs qui en ont 12 (Salacha et al., 2010). 

3.1.4. Système de sécrétion de type Ve 

Le système de sécrétion de type Ve regroupe l’intimine d’E. coli et l’invasine des espèces 

entéropathiques Yersinia spp. qui sont des adhésines avec des domaines immunoglobulines (Ig) 

ancrées dans la membrane externe (Liu et al., 1999; Leo et al., 2012). Ces protéines modulaires sont 

des ATs inversés où le tonneau β à 12 brins β du domaine de translocation est N-terminal tandis que 

le domaine passager, qui adopte un repliement de type immunoglobuline, est C-terminal (Tsai et al., 

2010; Leo et al., 2012; Fairman et al., 2012). 
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3.2. Système de sécrétion à deux partenaires ou de type Vb 

C’est en 2001 qu’apparait le terme de systèmes de sécrétion à deux partenaires ou système TPS 

(two-partner secretion system) (Jacob-Dubuisson et al., 2001). Peu après, la voie des TPS est intégrée 

au système de sécrétion de type V en parallèle de la voie des autotransporteurs (ATs) (Henderson et 

al., 2004). Ce regroupement sous le type V a été basé sur diverses propriétés communes au système 

TPS et au système des ATs dont celles de la translocation au travers de la membrane externe via un 

tonneau β, de la sécrétion de grandes protéines ou encore de la transition par le périplasme 

suggérée en conformation dépliée (Guédin et al., 1998; Jacob-Dubuisson et al., 2001). De plus, les 

systèmes TPS et ATs sont tous deux dépendants de transporteurs appartenant à la superfamille de 

BamA/TpsB (Sánchez-Pulido et al., 2003; Jain and Goldberg, 2007; Ieva and Bernstein, 2009; Sauri et 

al., 2009). 

Depuis ce regroupement, des centaines de systèmes TPS ont été identifiés. Le système TPS est 

largement répandu au sein des bactéries à Gram-négatif et particulièrement chez les pathogènes. Ce 

système leur permet de sécréter des facteurs de virulence tels que des cytolysines comme HpmA de 

Proteus mirabilis (Uphoff and Welch, 1990) ou ShlA de Serratia marcescens (Hertle, 2000), des 

adhésines comme FHA de Bordetella pertussis (Locht et al., 1993) ou HMW1A de Haemophilus 

influenzae (St Geme et al., 1993), ou encore, des protéines liant l’hémopexine comme HxuA de 

Haemophilus influenzae (Cope et al., 1994; Cope et al., 1998). 

3.2.1. Principe général du système de sécrétion à deux partenaires 

Le système de sécrétion à deux partenaires est constitué d’une protéine sécrétée ou TpsA, qui 

confère la fonction effectrice au système TPS, et de son transporteur spécifique ou TpsB qui est une 

protéine en tonneau β intégrée dans la membrane externe (Figure 11). Contrairement aux ATs, les 

deux composants sont encodés séparément et sont souvent présents sous forme d’opéron (Jacob-

Dubuisson et al., 2001). Le TpsA et son TpsB sont produits dans le cytoplasme avec à leur extrémité 

N-terminale un peptide signal. Ce dernier sera clivé après leur transport au travers de la membrane 

interne via la voie de translocation Sec (Braun et al., 1992; Grass and St Geme, 2000; Chevalier et al., 

2004). Une fois dans le périplasme, la protéine TpsB transite vers la membrane externe dans laquelle 

elle s’intègre sous la forme d’un tonneau β à 16 brins transmembranaires antiparallèles (Könninger et 

al., 1999; Guédin et al., 2000; Clantin et al., 2007). Le protéine TpsA transite dans le périplasme 

maintenue sous forme étirée grâce à l’intervention de chaperonnes périplasmiques comme cela a 

été démontré pour la protéine TpsA FHA et la chaperonne DegP (Baud et al., 2009). En effet, FhaC, la 

protéine TpsB de FHA, reconnait FHA uniquement lorsque cette dernière est dans une conformation 
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étirée, non-native (Hodak et al., 2006). Grâce à son domaine TPS, un domaine conservé constitué 

approximativement des 250 premiers résidus N-terminaux de la protéine mature, la TpsA interagit 

avec le domaine périplasmique du TpsB (Jacob-Dubuisson et al., 2001; Clantin et al., 2004; Hodak et 

al., 2006). Le domaine périplasmique du TpsB comprend deux domaines POTRA. Cette interaction 

initie la sécrétion de la protéine TpsA au travers du pore du TpsB et le repliement progressif du TpsA. 

Dans certains systèmes TPS, une maturation protéolytique du TpsA et/ou son relargage depuis la 

surface bactérienne vers le milieu extracellulaire a/ont lieu (Jacob-Dubuisson et al., 2004). 

 

Figure 11. Modèle de système de sécrétion à deux partenaires (Vb). Les protéines TpsA (bleu) et TpsB (vert) sont 
exprimées dans le cytoplasme. Elles traversent la membrane interne par la voie Sec. Au cours de cette translocation, leur 
peptide signal (ps) est clivé. Une fois inséré dans la membrane externe, le TpsB réalise la translocation du TpsA qui se replie 
progressivement à la surface de la bactérie. 

3.2.2. Les sous-familles des systèmes TPS 

Les systèmes TPS sont subdivisés en deux sous-familles portant les noms des couples TpsA/TpsB des 

systèmes les plus étudiés. La première sous-famille est la sous-famille FHA/FhaC de Bordetella 

pertussis et la seconde sous-famille est celle de HMW1A/HMW1B de Haemophilus influenzae. Cette 

subdivision a été mise en évidence pour les TpsA par des alignements de séquences du domaine TPS 

(Yeo et al., 2007). Pour les TpsB, cette même subdivision a été mise en évidence par des alignements 

de séquences des deux domaines POTRA et d’un motif conservé, dit motif 3, appartenant au tonneau 
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β (Jacob-Dubuisson et al., 2009). Les alignements de séquences sont disponibles en annexe (Figure 

74, Figure 75). 

3.2.3. Les protéines TpsA 

Les protéines TpsA comprennent un peptide signal suivi de deux régions (Figure 12). La première est 

le domaine TPS qui comprend environ 250 résidus. Ce domaine conservé parmi les protéines TpsA 

est nécessaire à la sécrétion (Jacob-Dubuisson et al., 1997; Jacob-Dubuisson et al., 2001) et est à 

l’origine de l’interaction spécifique entre le TpsA et son partenaire membranaire TpsB (Jacob-

Dubuisson et al., 2001; Clantin et al., 2004; Hodak et al., 2006). Le domaine TPS comporte des motifs 

conservés. Le premier, le motif NPNGI, est conservé dans l’ensemble des protéines TpsA tandis que 

le second, le motif NPNL, est uniquement présent chez les TpsA de la sous-famille de FHA. 

A la suite du domaine TPS se trouve la région du domaine fonctionnel qui est peu conservé en 

séquence et est de taille très variable d’une protéine à l’autre allant d’environ 700 résidus jusqu’à 

plus de 5000 résidus parmi lesquels peuvent se trouver des répétitions en tandem (Jacob-Dubuisson 

et al., 2001). 

 

Figure 12. Schéma de l’architecture d’une protéine TpsA. Sont représentés en rouge le peptide signal, en violet le domaine 
TPS et en bleu le domaine fonctionnel avec ses éventuelles répétitions en tandem (hachure) (aa, acides aminés). 

Avant les publications de structures cristallographiques de TpsA, deux modélisations de FHA ont été 

publiées sur base d’analyse de séquence, de microscopie électronique et de dichroïsme circulaire 

(Figure 13). La protéine FHA est une hémagglutinine filamenteuse de Bordetella pertussis. Dans les 

deux modèles, deux régions de répétition en tandem de 19 résidus (R1 et R2) avaient été décrites. Le 

premier modèle est celui d’une hairpin modélisée par deux longs feuillets β antiparallèles (Makhov et 

al., 1994) et le second est une hélice β constituée de trois longs feuillets β parallèles (Kajava et al., 

2001). 
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Figure 13. (A) Représentation schématique des deux modèles pour FHA : le modèle en hélice β (à gauche) et le modèle en 
hairpin (à droite). Les extrémités N- et C-terminales ainsi que les régions de répétition en tandem (R1 et R2) sont indiquées. 
(B) Sections transversales des deux modèles où les brins β sont représentés par des barres connectées entre elles par les 
boucles. Illustration de (Kajava et al., 2001). 

La publication de la structure cristallographique du domaine TPS de FHA, nommé Fha30, en 2004 a 

démontré la validité du second modèle décrit par Andrey V. Kajava. Ce modèle décrivait également 

qu’à chaque répétition en tandem des régions R1 et R2 de FHA correspondait un tour d’hélice β. La 

structure de Fha30 comprend les deux premiers tours d’hélice β de la région R1 et confirme 

l’hypothèse de la modélisation (Kajava et al., 2001; Clantin et al., 2004). A la suite de la résolution de 

cette première structure de TpsA, les structures cristallographiques de deux autres domaines TPS ont 

été publiées : celle de HMW1A de Haemophilus influenzae en 2007 (Yeo et al., 2007) et celle de 

HpmA de Proteus mirabilis en 2009 (Weaver et al., 2009) (Figure 14). 

HMW1A, pour high molecular weight, est une adhésine non pilus de Haemophilus influenzae 

(Barenkamp and Leininger, 1992). Le domaine TPS de HMW1A est compris dans le domaine N-

terminal, nommé HMW1A-propiece (HMW1A-PP), qui a la particularité d’être clivé et relâché dans le 

milieu extérieur après sécrétion. C’est ce domaine HMW1A-PP qui a été cristallisé. La protéine 

mature de HMW1A portant la fonction d’adhésine est maintenue à la surface bactérienne par son 

extrémité C-terminale comprenant deux cystéines formant un pont disulfure (Grass and St Geme, 

2000; Grass et al., 2003; Buscher et al., 2006). Contrairement à FHA, HMW1A appartient à la 2de sous-

famille de TpsA (Yeo et al., 2007). 
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HpmA est une hémolysine de Proteus mirabilis (Weaver et al., 2009) et appartient, comme FHA, à la 

1ière sous-famille de TpsA (Yeo et al., 2007). 

Les trois domaines TPS ont une structure en hélice β main droite constituée de trois feuillets β 

parallèles ; PB1, PB2 et PB3 pour parallel β sheet (Figure 14). Ces feuillets constituent 9, 6 et 12 tours 

d’hélice pour Fha30, HpmA265 et HMW1A-PP respectivement. L’extrémité N-terminale des hélices 

est protégée par des brins β antiparallèles ; deux dans le cas de HpmA265 et trois dans les autres cas. 

Ces structures présentent également des motifs extra-hélices. Un premier motif est constitué de 4 

brins β antiparallèles pour Fha30 (β16/β25) et HpmA265 (β14/β22) et de 3 brins β antiparallèles et 

d’une hélice α chez HMW1A-PP (β15/β23). Ce motif se place à flan du PB1. Un second motif extra-

hélice comprenant deux brins β antiparallèles est observé. Il a pour particularité de comprendre la 

tétrade conservée NPNL propre à la 1ière sous-famille, celle de FHA. Il est intéressant de noter que la 

mutation ponctuelle en isoleucine de la première asparagine de la tétrade NPNL annihile la fonction 

de sécrétion dans le système FHA/FhaC (Hodak et al., 2006). Le motif extra-hélice associé à la tétrade 

conservée NPNL n’est présent que dans les structures de Fha30 (β7/β8) et HpmA265 (β5/β6). Un 

autre motif conservé, NPNGI, constitue un tournant ou turn entre deux brins β parallèles au sein des 

trois structures de domaine TPS connues (Clantin et al., 2004; Yeo et al., 2007; Weaver et al., 2009). 
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Figure 14. Structures cristallographiques des domaines TPS de FHA, HpmA et HMW1A : Fha30 (code PDB : 1RWR), 
HpmA265 (code PDB : 3FY3) et HMW1A-PP (code PDB : 2ODL). Représentation en ruban des structures des domaines TPS 
vue de côté avec l’extrémité N-terminale en haut (A) et vue du dessus de l’extrémité N-terminale (B). Les extrémités N- et 
C-terminales sont indiquées. Les trois feuillets β parallèles PB1, PB2 et PB3 sont annotés pour Fha30, le code couleur 
restant le même pour les autres structures. A l’extrémité N-terminale, les brins β antiparallèles protégeant l’hélice β sont 
colorés en violet foncé. Les motifs extra-hélices de brins β antiparallèles β16/β25, β14/β22 et β15/β23 de Fha30, HpmA265 
et HMW1A-PP respectivement sont indiqués. Le motif extra-hélice comprenant le motif NPNL, conservé au sein de la sous-
famille de FHA, est indiqué pour Fha30 (β7/β8) et HpmA265 (β5/β6). 

Les domaines TPS de ces trois protéines présentent une structure cristallographique proche malgré 

des pourcentages limités d’identité de séquence : 35,9% d’identité de séquence entre Fha30 et 

HpmA265, 28,6% d’identité de séquence entre HpmA265 et HMW1A-PP et 21% d’identité de 

séquence entre HMW1A-PP et Fha30 (Yeo et al., 2007; Weaver et al., 2009). Les sections 

transversales des hélices β de ces trois protéines sont de taille et de forme identique (Figure 15). 
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Figure 15. Superposition de trois tours d’hélice des domaines TPS des protéines TpsA HpmA (en bleu), FHA (en vert) et 
HMW1A (en rose). Les éléments structuraux extra-hélices ont été ôtés pour plus de clarté. Puisque HpmA265, Fha30 et 
HMW1A-PP comprennent, 6, 9 et 12 tours d’hélice respectivement, leurs longueurs diffèrent considérablement mais leurs 
sections sont de taille et de forme similaires. L’encadré dans le coin gauche montre les portions des hélices β utilisées pour 
la superposition (Jacob-Dubuisson et al., 2013). 

Ainsi, les domaines TPS présentent une structure en hélice β. Et, comme observé pour FHA, chaque 

répétition en tandem constitue un tour d’hélice β. Or ces répétitions sont majoritaires chez les TpsA. 

Il est donc fort probable que les protéines TpsA aient une structure de type grande hélice β. 

3.2.4. Les protéines TpsB 

Le transporteur FhaC sert de modèle pour les TpsB. Il est à l’heure actuelle le seul TpsB dont la 

structure cristallographique ait été résolue (Figure 16) (Clantin et al., 2007). FhaC est le transporteur 

spécifique de l’hémagglutinine filamenteuse FHA, l’adhésine majeure de Bordetella pertussis, l’agent 

infectieux à l’origine de la coqueluche. 
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Figure 16. Structure cristallographique de FhaC et schéma de la protéine. Représentation en ruban de la structure de FhaC 
vue dans le plan de la membrane externe où le milieu externe est en haut et le périplasme en bas. Les extrémités N- et C-
terminale sont annotées. L’hélice α H1 qui obstrue le pore, est colorée en rouge. Le linker reliant l’hélice α H1 au POTRA1 
n’étant pas défini en densité électronique est représenté par un pointillé gris. Le domaine périplasmique comprend le 
POTRA1 en bleu clair et le POTRA2 en violet. Le motif 3 conservé, représenté en vert, comprend une longue boucle qui 
s’insère dans le pore du tonneau β, la boucle L6. 

La protéine est monomérique et comporte un tonneau β à 16 brins β transmembranaires 

antiparallèles (β1 à β16) d’une hauteur de 35 Å. Le tonneau β constitue la moitié C-terminale de la 

protéine. Les faces périplasmiques et extracellulaires du tonneau sont respectivement caractérisées 

par des boucles courtes ou turns et par des longues boucles ou loops (L1 à L8) annotées suivant un 

modèle topologique antérieur (Guédin et al., 2000). 

L’extrémité N-terminale de la protéine est exposée au milieu extracellulaire et est suivie de l’hélice α 

H1 constituée de 20 résidus dont 12 sont chargés, 6 positivement et 6 négativement, et qui se place 

dans le canal du tonneau β. L’extrémité C-terminale de l’hélice émerge dans le périplasme et est liée 

au premier domaine POTRA par un linker de 30 résidus. Celui-ci n’est pas défini dans la densité 

électronique (représenté en pointillé dans la figure).  

Le domaine périplasmique est constitué des domaines POTRA1 et POTRA2 comprenant environ 75 

résidus chacun. La présence du domaine POTRA1 avait été prédite in silico sur base d’analyse de 

séquences de protéines de la superfamille BamA/TpsB (Sánchez-Pulido et al., 2003). Les domaines 

POTRA sont repliés en un feuillet à 3 brins β additionné d’une ou deux hélice(s) α, H2 pour le POTRA1 

et H3-H4 pour le POTRA2. Bien que structuralement conservés, ces deux domaines POTRA ne 

partagent que 14% d’identité de séquence. Les résidus constituant la signature des domaines POTRA 
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sont soit impliqués dans le cœur hydrophobe, sous forme de brins β et d’hélices α, soit sont des 

glycines positionnées entre ces éléments de structure secondaire. La contribution de ces résidus 

signature est donc essentiellement structurale. La surface des domaines POTRA est constituée de 

résidus peu conservés probablement liés à la spécificité entre un TpsA et son TpsB. Cette spécificité 

est en effet liée à leurs surfaces d’interaction (Clantin et al., 2007). 

A la suite des domaines POTRA se trouve le domaine en tonneau β. L’intérieur de ce tonneau, 

globalement hydrophile, comprend trois clusters de résidus chargés et est obstrué par l’hélice α H1 

et la boucle extracellulaire L6. Cette boucle dont l’extrémité comprend une tétrade conservée 

VRGY/F, est mal définie dans la carte de densité électronique. Il est suggéré que le canal formé par le 

tonneau β constitue le pore de translocation de FHA. En effet, une corrélation existe entre les 

propriétés de canal et les propriétés de sécrétion de la protéine FhaC : lorsqu’une mutation affecte 

les premières, elle affecte aussi les secondes (Méli et al., 2006). La présence de l’hélice α H1 et de la 

boucle L6 dans le pore du tonneau β ne laisse qu’un passage étroit d’environ 3 Å (Figure 17). Cet 

espace est insuffisant pour permettre le passage de FHA en conformation native ou même en 

conformation étendue. Le passage de FHA par le pore de FhaC nécessiterait que l’hélice α H1 et/ou la 

boucle L6 sorte(nt) du pore augmentant ainsi le diamètre moyen du pore. Cette hypothèse s’appuie 

sur différents faits. La délétion de l’hélice α H1 n’affecte pas la sécrétion de FHA. En présence de son 

substrat, la boucle L6 de FhaC présenterait un changement de conformation qui la rendrait plus 

accessible depuis le milieu extérieur. La délétion de cette boucle abolit la sécrétion de FHA (Guédin 

et al., 2000; Clantin et al., 2007). 
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Figure 17. Visualisation des dimensions du pore de FhaC. Les images montrent les surfaces du canal à l’intérieur de la 
structure tel qu’évaluées par le programme Hole (Smart et al., 1993) et visualisées avec le programme VMD (Humphrey et 
al., 1996). L’analyse est réalisée pour la protéine FhaC sauvage (A), la structure de FhaC délétée de l’hélice α H1 (B), la 
structure de FhaC délétée de la boucle L6 (C) et la structure de FhaC délétée de l’hélice α H1 et de la boucle L6 (D). Les 
canaux sont illustrés en bleu et les zone de constriction pour FhaC sauvage en vert. Le diamètre moyen du pore a été estimé 
pour chaque cas de figure. (Clantin et al., 2007) 

La boucle L6 ainsi qu’une partie du brin β12 appartiennent au motif 3 conservé au sein de la 

superfamille BamA/TpsB (Moslavac et al., 2005).  

3.2.5. Superfamille des BamA/TpsB 

Les protéines TpsB appartiennent à la superfamille des BamA/TpsB. Les protéines de cette 

superfamille sont caractérisées par la présence de un à sept domaine(s) POTRA à leur extrémité N-

terminale et d’un tonneau β à 16 brins β antiparallèles transmembranaires à leur extrémité C-

terminale (Sánchez-Pulido et al., 2003; Arnold et al., 2010). Le tonneau comprend le motif 3, motif 

conservé comprenant la boucle L6 et sa tétrade conservée VRGY/F (Moslavac et al., 2005). Un second 

motif conservé F/GxDxG (où x est un résidu hyrophobe) est présent dans le tonneau au niveau du 

brin β 13 (Figure 18) (Jacob-Dubuisson et al., 2013). 
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Figure 18. Représentation schématique de quelques membres de la superfamille BamA/TpsB et des domaines qui les 
composent. 

Les protéines de cette superfamille sont représentées au sein de nombreux organismes, tels que les 

bactéries à Gram-négatif et les eucaryotes au sein des mitochondries et des chloroplastes, et sont 

impliquées soit dans l’insertion en membrane externe de protéines en tonneau β (OMPs) (Voulhoux 

et al., 2003; Genevrois et al., 2003; Kozjak et al., 2003; Paschen et al., 2003; Wu et al., 2005) soit dans 

le transport de protéines au travers de la membrane externe (Schnell et al., 1994; Hinnah et al., 

1997). 

Chez les bactéries à Gram-négatif, elle est représentée par les protéines BamA, TamA et les TpsB. 

Chez les eucaryotes, elle est représentée par la protéine Sam50 chez les mitochondries et par les 

protéines Toc75-III et Toc75-V chez les chloroplastes (Yen et al., 2002; Gentle et al., 2004; Selkrig et 

al., 2012) (Figure 19). 
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Figure 19. Représentation schématique de la superfamille BamA/TpsB (en bleu foncé) et de leurs fonctions majeures 
chez les bactéries à Gram-négatif (A-C), chez les mitochondries (D-E) et chez les chloroplastes (F). (A) Système de 
sécrétion à deux partenaires. Le TpsB sécrète son partenaire TpsA dans le milieu extracellulaire. (B) BamA est le cœur du 
complexe essentiel BAM (β-Barrel Assembly Machinery) responsable de l’intégration en membrane externe des OMPs. (C) 
Les protéines TamA et TamB constituent le complexe TAM (Translocation and Assembly Module) impliqué dans le transport 
et l’assemblage de certains autotransporteurs (ATs). (D) Chez les mitochondries, les pré-protéines sont transportées au 
travers de la membrane externe par le complexe TOM (Translocase of the Outer Membrane). Le complexe SAM (Sorting and 
Assembly of Mitochondria), comprenant la protéine Sam50, est nécessaire à l’insertion en membrane d’OMPs en tonneau β 
et potentiellement de certains composants en hélice α du complexe TOM. (E) Les mitochondries des trypanosomatides ne 
comprennent pas Tom40. Sa fonction est réalisée par la protéine ATOM (Archaic Translocase of the Outer Mitochondrial 
membrane) dont l’origine phylogénétique est sujette à débat. (F) Toc75-III appartient au complexe TOC (Translocon of the 
Outer membrane of the Chloroplasts) et est requis pour la translocation dans les chloroplastes des protéines produites dans 
le cytosol. La protéine Toc75-V est impliquée dans l’assemblage des OMPs. OM, membrane externe; IM, membrane 
interne; P, périplasme; IMS, espace intermembranaire; SecYEG, complexe de translocation du système de sécrétion Sec; 
OMPs, protéines de la membrane externe; ATs, autotransporteurs. (Jacob-Dubuisson et al., 2013) 

La protéine essentielle BamA appartient au complexe BAM (β-Barrel Assembly Machinery), la 

machinerie d’insertion en membrane externe des OMPs (Figure 19-B). Les aspects structuraux et 

fonctionnels de ce complexe sont discutés un peu plus loin (point 3.2.6). Le complexe TAM, 

récemment mis en évidence, comprend la protéine intégrale de membrane interne TamB et la 

protéine intégrale de la membrane externe TamA appartenant à la superfamille BamA/TpsB (Figure 

19-C) (Selkrig et al., 2012). L’insertion en membrane externe du tonneau β des autotransporteurs 

(ATs) est assistée par le complexe BAM (Jain and Goldberg, 2007; Ieva et al., 2008; Rossiter et al., 

2011; Ieva et al., 2011) et par le complexe TAM (Selkrig et al., 2012). 

Chez les mitochondries, l’équivalent du complexe BAM est le complexe SAM (Sorting and Assembly 

of Mitochondria) aussi appelé complexe TOB (Topogenesis of the Outer mitochondrial membrane β-

Barrel proteins) (Figure 19-D-E) (Kozjak et al., 2003; Paschen et al., 2003). Ce complexe insère dans la 

membrane externe des mitochondries les protéines en tonneau β (Wiedemann et al., 2003; Paschen 

et al., 2003; Hoppins et al., 2007) et serait aussi impliqué dans l’assemblage de composants en hélice 

α du complexe TOM (Translocase of the Outer Membrane) (Hoppins et al., 2007; Stojanovski et al., 

2007; Thornton et al., 2010). Le complexe TOM transporte les pré-protéines en tonneau β 
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synthétisées dans le cytosol au travers de la membrane externe de la mitochondrie vers l’espace 

intermembranaire. Les pré-protéines entrent en interaction avec le complexe SAM qui va insérer ces 

protéines dans la membrane externe. Le complexe SAM est constitué de trois protéines : Sam35 et 

Sam37, deux protéines cytoplasmiques, et Sam50, protéine de la membrane externe de la 

superfamille des BamA/TpsB dont l’unique domaine POTRA est orienté vers l’espace 

intermembranaire (Habib et al., 2007; Lackey et al., 2011; Klein et al., 2012). Le domaine POTRA de 

Sam50 permettrait l’interaction avec le substrat du complexe (Habib et al., 2007). 

Chez les chloroplastes, le système équivalent au complexe SAM des mitochondries est le complexe 

TOC (Translocon of the Outer membrane of the Chloroplasts) (Figure 19-F). Ce complexe TOC 

comprend deux protéines de la superfamille BamA/TpsB doté de trois domaines POTRA : Toc75-III et 

Toc75-V (Schleiff and Becker, 2011). Toc75-III fonctionnerait comme un pore de translocation du 

complexe TOC permettant l’import de pré-protéines du cytosol vers l’espace intermembranaire 

(Schleiff and Becker, 2011). La protéine Toc75-V permettrait l’insertion des OMPs en membrane 

externe du chloroplaste (Soll and Schleiff, 2004). La biogenèse des protéines Toc75 semble différer. 

Contrairement à Toc75-III, Toc75-V suivrait la même voie d’importation vers le chloroplaste que les 

autres OMPs. Cette voie impliquerait un import vers l’espace intermembranaire suivi d’une insertion 

en membrane par Toc75-V (Schleiff and Becker, 2011). Les domaines POTRA des protéines Toc75 ne 

sont pas orientés vers l’espace intermembranaire comme c’est le cas chez la mitochondrie mais vers 

le cytosol. Les implications mécanistiques de cette orientation restent à élucider (Sommer et al., 

2011). 

3.2.6. Complexe BAM 

Chez les bactéries à Gram-négatif, après la traversée du périplasme les OMPs, dont les TpsB, vont 

être repliées et intégrées à la membrane externe. Les mécanismes impliqués sont encore peu connus 

mais il est certain que l’assemblage in vivo des OMPs dépend du complexe BAM (Voulhoux et al., 

2003; Gentle et al., 2004; Wu et al., 2005; Arnold et al., 2010; Haarmann et al., 2010). Chez E. coli, le 

complexe BAM comprend la protéine de membrane externe en tonneau β BamA (anciennement 

dénommée YaeT chez E.coli et dénommée Omp85 chez Neisseria meningitidis) et quatre 

lipoprotéines BamBCDE (anciennement dénommées YfgL, NlpB, YfiO et SmpA respectivement) (Wu 

et al., 2005; Sklar, Wu, Gronenberg, et al., 2007; Kim et al., 2007).  

BamA et BamD sont essentielles pour la croissance et très conservées au sein des bactéries à Gram-

négatif (Wu et al., 2005; Malinverni et al., 2006). Les lipoprotéines BamB, BamC et BamE ne sont pas 

essentielles mais leurs délétions impliquent un défaut modéré dans l’assemblage des OMPs (Ruiz et 

al., 2005; Wu et al., 2005; Malinverni et al., 2006; Sklar, Wu, Gronenberg, et al., 2007). In vitro, les 
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lipoprotéines BamB et BamD sont capables de se lier à du substrat non replié. BamB et BamD sont 

également capables de se lier à la protéine BamA non repliée ce qui faciliterait son assemblage 

(Hagan et al., 2013). 

La protéine BamA est constituée d’un domaine C-terminal en tonneau β à 16 brins β 

transmembranaires et d’un domaine périplasmique comprenant cinq domaines POTRA. Les 

lipoprotéines BamB et BamD sont en association directe avec un ou plusieurs des domaines POTRA 

de BamA (Kim et al., 2007) tandis que BamC et BamE sont indirectement liées à BamA via leur 

interaction avec BamD (Figure 19-B) (Malinverni et al., 2006; Sklar, Wu, Gronenberg, et al., 2007). Les 

domaines POTRA 1 et 2 ne sont pas indispensables au fonctionnement du complexe BAM 

contrairement aux domaines POTRA 3 à 5 (Kim et al., 2007). 

Le fonctionnement exact de BamA dans l’assemblage des OMPs reste à élucider. Toutefois, 

l’interaction entre les domaines POTRA de BamA et ses substrats se réaliserait par β-augmentation 

(Kim et al., 2007). Ce type d’interaction consiste en l’ajout d’un brin β, ici issu du peptide d’une OMP, 

à un feuillet β existant comme ceux des domaines POTRA (Harrison, 1996). En 2007, la première 

structure de domaines POTRA de BamA d’E. coli est publiée. Il s’agit des domaines POTRA 1 à 4 et des 

8 premiers résidus du POTRA5. La structure secondaire de ces domaines s’ordonne en β-α-α-β-β (Kim 

et al., 2007), réfutant une prédiction antérieure (Sánchez-Pulido et al., 2003). Les premier et second 

brins β forment les bords du feuillet et le troisième brin β est pris en sandwich entre eux. (Kim et al., 

2007). D’autres publications de structure de domaines POTRA de BamA suivirent : les POTRA 1 et 2 

de BamA d’E. coli (Knowles et al., 2008), les POTRA 1 à 4 et quelques résidus du POTRA 5 de BamA 

d’E. coli (Gatzeva-Topalova et al., 2008), les trois domaines POTRA de BamA de 

Thermosynechococcus elongatus (Arnold et al., 2010), les trois domaines POTRA de BamA de la 

cyanobactérie Anabaena sp. (Koenig et al., 2010) et les domaines POTRA 4 et 5 de BamA d’E. coli 

(Zhang et al., 2011).  

La comparaison des deux structures des domaines POTRA 1 à 4 de BamA d’E. coli (Kim et al., 2007; 

Gatzeva-Topalova et al., 2008) montre qu’individuellement les domaines POTRA, hormis les POTRA 3, 

se superposent bien. La valeur du RMSD1 se situe pour ces POTRA dans une fourchette de 0,6 à 0,8 Å. 

D’une vue d’ensemble par contre, la structure de Kim et de ses collaborateurs est plus compacte. 

Cette différence s’explique par l’angle très différent au sein de ces deux structures entre les POTRA2 

et 3 (Figure 20) (Gatzeva-Topalova et al., 2008). 

                                                           
1 RMSD, root-mean-square-deviation, est une mesure permettant de décrire le degré de similarité entre deux 
protéines et équivaut à la mesure de la distance moyenne entre les atomes de carbone-α correspondants de 
deux protéines superposées. 
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Figure 20. Structure des domaines POTRA 1 à 4 de BamA d’E. coli. Représentation en ruban des structures des domaines 
POTRA 1 à 4 (numérotés P1 à P4) et des premiers résidus du POTRA 5 (P5). Les extrémités N- et C-terminale sont annotées. 
(A) La structure obtenue par Kim et al. (code PDB : 2QCZ) et (B) celle obtenue par Gatzeva-Topalova et al. (code PDB : 3EFC) 
(Kim et al., 2007; Gatzeva-Topalova et al., 2008). 

Dans ces deux structures, le feuillet β du POTRA 3 interagit par β-augmentation avec le brin β du 

POTRA 5 d’une seconde molécule de BamA malgré des conditions de cristallisation différentes. Cette 

interaction est parallèle dans un cas (Kim et al., 2007) et antiparallèle dans l’autre (Gatzeva-Topalova 

et al., 2008) (Figure 21). Une interaction de β-augmentation parallèle a également été observée dans 

des cristaux de domaines POTRA de BamA de la cyanobactérie Anabaena sp. (Koenig et al., 2010). 

 

Figure 21. Interaction par β-augmentation au sein de structures de domaines POTRA de BamA d’E. coli. (A) β-
augmentation parallèle entre le feuillet β du POTRA 3 et le brin β du POTRA 5 d’une seconde molécule POTRA 1-4 du cristal 
(Kim et al., 2007). (B) β-augmentation antiparallèle entre le feuillet β du POTRA 3 et du brin β du POTRA 5 d’une autre 
molécule POTRA 1-4 du cristal (Gatzeva-Topalova et al., 2008). C, extrémité C-terminale ; P3, POTRA3 ; P5, POTRA5. 
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Ces observations appuient l’hypothèse selon laquelle BamA interagirait avec les brins β 

amphipatiques des OMPs par β-augmentation (Kim et al., 2007; Gatzeva-Topalova et al., 2008; 

Koenig et al., 2010). 

Contrairement à BamA, à Sam50, à Toc75-III et à Toc75-V, les protéines TpsB ne sont pas essentielles 

et ne font pas partie de grands complexes protéiques. Dès lors, les protéines TpsB semblent être a 

priori des modèles simples idéaux pour déchiffrer les principes essentiels régissant la superfamille 

des BamA/TpsB (Jacob-Dubuisson et al., 2009). 

3.2.7. Mécanisme(s) de sécrétion des systèmes TPS 

Malgré les connaissances structurales et fonctionnelles, il subsiste des zones d’ombre concernant le 

mécanisme de sécrétion des systèmes TPS. 

3.2.7.1. Interaction TpsA/TpsB 

Dans le cas de BamA il a été suggéré que les domaines POTRA interagissent avec leur substrat par β-

augmentation (Kim et al., 2007; Gatzeva-Topalova et al., 2008; Koenig et al., 2010). Les protéines 

TpsB et BamA ont en commun d’avoir des substrats riches en brins β amphipatiques. D’où 

l’hypothèse que les protéines TpsB interagissent avec leur TpsA par β-augmentation. Dans le cas de 

système FHA/FhaC, il existe un sillon hydrophobe au sein de chacun des domaines POTRA (Figure 22). 

Dans le sillon du POTRA2, la double mutation des résidus hydrophobes V169 et I176 de l’hélice H4 en 

résidus moins hydrophobes abolit l’interaction entre le TpsA et le TpsB ainsi que la sécrétion du TpsA. 

Or, les chaines latérales de ces deux résidus sont significativement exposées à la surface les rendant 

potentiellement disponibles pour interagir avec les brins β amphipatiques de FHA. Ce résultat appuie 

donc l’hypothèse de l’interaction par β-augmentation entre le TpsA et son TpsB (Delattre et al., 

2011). 
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Figure 22. Sillons hydrophobes au sein des domaines POTRA de FhaC (vue depuis le périplasme). (A) Représentation en 
ruban et en bâtonnet. (B) Représentation de la surface des domaines POTRA. Le POTRA1 (en bleu) et le POTRA2 (en violet) 
comprennent chacun un sillon hydrophobe. Les résidus impliqués dans ces sillons sont représentés en vert ou jaune et sous 
forme de bâtonnet en (A). La double mutation des résidus V169 et I176 (en jaune) abolit l’interaction entre FhaC et FHA 
ainsi que la sécrétion de FHA. Illustration inspirée de (Delattre et al., 2011) 

3.2.7.2. Translocation de la protéine TpsA au travers du TpsB 

Comme mentionné au point 3.2.4 pour le modèle de FhaC, le canal formé par le tonneau β est 

obstrué par l’hélice α H1 et la boucle L6 (Clantin et al., 2007). L’hélice α H1 n’est pas indispensable à 

la fonction de sécrétion de FHA et la délétion de cette hélice n’affecte pas les propriétés de canal de 

FhaC (Guédin et al., 2000; Méli et al., 2006). Par ailleurs, l’hélice α H1 a pu être détectée dans le 

périplasme (J. Guérin, données non publiées). La boucle L6 est essentielle à la fonction de sécrétion 

(Clantin et al., 2007). Un site de clivage protéase-spécifique inséré dans la boucle L6 de FhaC (après le 

résidu S462) est rendu accessible depuis la surface bactérienne lorsque FHA est coproduit avec FhaC 

(Guédin et al., 2000). L’hypothèse qui en a découlé est que l’hélice α H1 et la boucle L6 serviraient de 

bouchon lorsque FhaC est au repos. En présence du substrat FHA, l’hélice α H1 sortirait du pore et la 

boucle L6 changerait de conformation, la rendant plus accessible, de sorte que le diamètre du pore 

soit suffisant pour permettre le passage de FHA en conformation étendue (Clantin et al., 2007). 

3.2.7.3. Modèles linéaire et en hairpin 

L’orientation dans laquelle le TpsA sort du TpsB est encore sujette à question. Deux mécanismes 

compatibles avec le diamètre du pore du TpsB s’opposent : le modèle linéaire et le modèle en 

hairpin. 
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La position N-terminale du domaine TPS du TpsA lui assure d’émerger le premier de la machinerie 

Sec dans le périplasme. Il est donc dans une position favorable pour interagir avec son partenaire 

membranaire. Le modèle linéaire de la sécrétion du TpsA par le TpsB propose que le domaine TPS 

conservé soit le premier à émerger du TpsB et que le repliement de ce domaine à la surface 

bactérienne serve de base au repliement progressif de l’hélice β du TpsA (Figure 23) (Jacob-

Dubuisson et al., 2004; Henderson et al., 2004; Thanassi et al., 2005). 

 

Figure 23. Modèle linéaire de la sécrétion du TpsA par son TpsB. De gauche à droite, le domaine TPS du TpsA interagit avec 
les domaines POTRA du TpsB. Le domaine TPS émerge le premier à la surface bactérienne et son repliement sert de base au 
repliement progressif du TpsA qui est ensuite relâché dans le milieu extracellulaire. ME, membrane externe ; P, périplasme ; 
N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale. 

Un autre modèle de mécanisme de sécrétion a été proposé, le modèle en hairpin proposé pour le 

système FHA/FhaC (Mazar and Cotter, 2006). Ce modèle se base sur des expérimentations de 

détection des extrémités N-terminale et C-terminale au cours de la sécrétion par reconnaissance 

antigénique. Les résultats indiqueraient que l’extrémité C-terminale de FHA serait exposée à la 

surface bactérienne et non l’extrémité N-terminale (Mazar and Cotter, 2006). Dans ce modèle, le 

domaine TPS du TpsA interagit avec les domaines POTRA du TpsB et cette interaction est maintenue 

jusqu’au terme de la translocation. La protéine TpsA forme une hairpin dans sa partie la plus N-

terminale en aval du domaine TPS pour s’engager dans le pore. Le repliement de l’hélice β est 

progressif et débute par la partie la plus N-terminale en aval du domaine TPS jusqu’à l’extrémité C-

terminale. Une fois l’extrémité C-terminale du TpsA repliée, le domaine TPS sort à son tour du pore 

et se replie, relâchant ainsi le TpsA dans le milieu extracellulaire (Figure 24). 
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Figure 24. Modèle en hairpin de la sécrétion du TpsA par son TpsB. De gauche à droite, le domaine TPS du TpsA interagit 
avec les domaines POTRA du TpsB. Le domaine TPS est maintenu de la sorte jusqu’à la fin de la translocation. La partie la 
plus N-terminale de la protéine TpsA en aval du domaine TPS émerge du pore en formant une hairpin et initie le repliement 
de l’hélice β. Une fois l’extrémité C-terminale repliée, la partie N-terminale de la protéine y compris le domaine TPS du TpsA 
traverse à son tour le pore et se replie relâchant la protéine TpsA mature dans le milieu extracellulaire. ME, membrane 
externe ; P, périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale. 

Ces deux modèles permettent d’expliquer comment des protéines aussi longues que les TpsA 

peuvent être transportées au travers de la membrane externe en l’absence de source d’énergie. 

L’énergie nécessaire à la sécrétion du TpsA serait fournie par le repliement progressif de cette 

protéine à la surface de la bactérie. 

Toutefois, plusieurs arguments tendent à contredire le modèle en hairpin. Il a notamment été 

montré via des mesures en temps réel de RPS (résonance plasmonique de surface) que le taux 

d’association et de dissociation entre le domaine TPS de FHA et la partie N-terminale de FhaC semble 

être très rapide (KD ou constante d’équilibre de dissociation de 3,9 ± 0,5 μM) (Delattre et al., 2011). 

L’interaction entre le domaine TPS et les domaines POTRA est donc très dynamique ce qui rend peu 

probable que cette interaction soit maintenue tout au long de la sécrétion. Aussi, dans le modèle en 

hairpin, la partie du TpsA située entre la sortie du pore et la zone de repliement le long de l’hélice β 

en formation est sous forme étirée dans le milieu extracellulaire ce qui la rendrait vulnérable face 

aux protéases. De plus, le modèle en hairpin est difficilement conciliable avec le mode de sécrétion 

du système HMW1A/HMW1B. Dans ce système, le domaine N-terminal du TpsA, HMW1A-PP, est 

naturellement clivé du reste de la protéine en cours de sécrétion et relâché dans le milieu 

extracellulaire. La protéine mature est maintenue dans le pore de HMW1B par son extrémité C-

terminale comprenant un pont disulfure (Figure 25) (Buscher et al., 2006; St Geme and Yeo, 2009). 
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Figure 25. Modèle du mécanisme de sécrétion de HMW1A par HMW1B. De gauche à droite, le domaine TPS compris dans 
la propiece de HMW1A (HMW1A-PP) interagit avec les domaines POTRA de HMW1B. L’extrémité N-terminale de HMW1A 
(HMW1A-PP) émerge la première à la surface bactérienne et son repliement sert de base au repliement progressif du TpsA. 
En cours de sécrétion, HMW1A-PP est clivée du reste de la protéine et relâchée dans le milieu extracellulaire. La protéine 
HMW1A mature reste ancrée dans le pore de HMW1B par son extrémité C-terminale comportant un pont disulfure. ME, 
membrane externe ; P, périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale ; S-S, pont disulfure. 

Tenant compte de ces arguments, le modèle linéaire semble être le mécanisme de translocation le 

plus plausible. Toutefois, aucun des deux modèles n’a pu à ce jour être validé ou invalidé (Hodak and 

Jacob-Dubuisson, 2007). 

Il n’est pas exclu qu’entre les deux sous-familles de système TPS, il y ait des différences dans le 

mécanisme de sécrétion. On suspecte que les systèmes TPS de la sous-famille FHA/FhaC 

fonctionnent suivant le modèle en hairpin et que ceux de la sous-famille HMW1A/HMW1B 

fonctionnent suivant le modèle linéaire. Sur ce constat, il serait intéressant d’étudier d’un point de 

vue structural un système TPS de cette seconde sous-famille. C’est la raison pour laquelle des essais 

de production de divers TpsB de cette sous-famille ont été mis en œuvre au sein de notre 

laboratoire. Des premiers résultats concluants ont été obtenus pour la protéine HxuB et par 

conséquent, l’étude du système TPS HxuA/HxuB a été engagée. 

4. Système TPS HxuA/HxuB 

Le système TPS HxuA/HxuB appartient à la seconde sous-famille de systèmes TPS, la sous-famille 

HMW1A/HMW1B. HxuA et HxuB sont des composantes d’un système d’acquisition de l’hème de 
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Haemophilus influenzae dans lequel intervient une troisième protéine, HxuC, protéine réceptrice de 

l’hème (Cope et al., 1995; Cope et al., 1998). 

4.1. Haemophilus influenzae 

Haemophilus influenzae est une bactérie à Gram-négatif qui existe sous forme encapsulée et non-

capsulée. Les souches encapsulées sont classifiées en six sérotypes, de a à f, sur base de leur capsule 

polysaccharidique (Pittman, 1931). Le sérotype b de H. influenzae (Hib) a été identifié comme la 

principale souche encapsulée à l’origine des infections par cette bactérie. La vaccination contre Hib a 

débuté dans les années 1970 (Rodrigues et al., 1971; Anderson et al., 1972). Les vaccins à l’encontre 

de cette souche ont bien évolué depuis et ont fortement réduit les cas infectieux dus à celle-ci. 

Cependant ces vaccins n’ont pas d’effet sur les formes non encapsulées de H. influenzae. 

Les souches non encapsulées de Haemophilus influenzae ou Nontypeable Haemophilus influenzae 

(NTHi) sont des coccobacilles. Elles sont communément présentes dans les voies respiratoires 

supérieures chez l’homme et sont à l’origine de diverses infections chez les enfants et chez les 

adultes. 

Chez les adultes, NHTi est principalement à l’origine d’infections des voies respiratoires surtout chez 

les personnes dont le système immunitaire muqueux est déjà affaibli par une broncho-

pneumopathie chronique obstructive ou une mucoviscidose (Murphy and Sethi, 1992; St Geme, 

1993; Murphy et al., 2004). Les infections provoquées par NTHi chez les enfants sont l’otite 

moyenne, la sinusite, la conjonctivite et la pneumonie. Les bactériémies et méningites, plus rares, 

apparaissent chez les nouveau-nés et les personnes immunodéficientes.  

Les bactéries NTHi expriment à leur surface de nombreuses adhésines. Ces dernières sont spécifiques 

à la variété de types cellulaires retrouvés dans les voies respiratoires de l’homme. Parmi ces 

adhésines, on retrouve la protéine TpsA HMW1A (St Geme et al., 1993; Gilsdorf et al., 1996; 

Barenkamp and St Geme, 1996:1996; St Geme et al., 1998; St Geme, 2002; Swords et al., 2002; Fink 

et al., 2003; Avadhanula et al., 2006). 

4.2. Le système HxuCBA 

Les bactéries ont besoin d’un apport en fer pour divers processus métaboliques. Chez l’homme, 

l’hôte exclusif de Haemophilus influenzae, la plupart du fer est intracellulaire où il est lié à la ferritine 

ou sous forme de composant contenant de l’hème. La plupart du fer extracellulaire est lié à la 

transferrine.  
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Les complexes protoporphyrine-fer, autrement dit l’hème, sont des groupes prosthétiques des 

protéines requis pour le transport d’électrons et la détoxification de dérivés oxygène. H. influenzae a 

acquis des mécanismes d’acquisition du fer comme de nombreuses autres bactéries pathogènes 

(Pidcock et al., 1988). Toutefois, H. influenzae est une des rares bactéries anaérobiques facultatives 

dont la voie de synthèse de l’hème est incomplète (White and Granick, 1963; Panek and O’Brian, 

2002). Par conséquent, H. influenzae a également dû développer des mécanismes d’acquisition de 

l’hème. Chez l’homme, l’hème circule sous forme de complexe hème-protéine (Muller-Eberhard and 

Nikkilä, 1989). Ainsi, l’hème est fortement lié à l’albumine et l’hémopexine, deux protéines 

abondantes dans le sérum (Hrkal et al., 1974; Koskelo and Muller-Eberhard, 1977). L’hème 

extracellulaire est aussi présent dans l’hémoglobine qui se lie fortement à l’haptoglobine (Arcoleo 

and Greer, 1982). In vitro, H. influenzae est capable d’utiliser ces différentes sources d’hème (Stull, 

1987). 

Le système HxuCBA, dont les composantes HxuA et HxuB sont les sujets d’étude de cette thèse, 

permet à H. influenzae d’acquérir de l’hème issu du complexe hème-hémopexine qui est présent 

dans le plasma et dans tous les fluides corporels (Hanson et al., 1992; Cope et al., 1995). 

Le système HxuCBA (Hxu pour haemopexin utilization) a été découvert pour la première fois en 1992 

dans une souche de Haemophilus influenzae de type b (Hib) (Hanson et al., 1992) et s’est avéré être 

présent dans toutes les souches de H. influenzae testées (Cope et al., 1995; Wong et al., 1995). Ce 

système est composé de trois protéines, HxuA, HxuB et HxuC, dont les gènes sont encodés en opéron 

(Figure 26). 

 

Figure 26. Représentation de l’opéron des trois gènes hxuC, hxuB et hxuA. 

HxuC est une protéine de la membrane externe de 78 kDa, TonB-dépendante, qui serait impliquée 

dans l’utilisation par H. influenzae de l’hème libre présent en très faible quantité (Cope et al., 1995). 

HxuC permettrait également à H. influenzae d’utiliser l’hémoglobine comme source d’hème lorsque 

les trois protéines de membrane externe HgbA, HgbB et HgbC, liant l’hémoglobine et le complexe 

hémoglobine-haptoglobine, sont délétées (Cope et al., 2001). 

Les protéines HxuA et HxuB constituent le système de sécrétion à deux partenaires dont l’étude 

structurale est l’objet de cette thèse. HxuB est une protéine TpsB de 60 kDa. Elle comprend un 

domaine périplasmique N-terminal constitué de deux domaines POTRA et un domaine en tonneau β 
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inséré dans la membrane externe de la bactérie (Figure 27). HxuB a pour fonction de permettre la 

translocation de son partenaire spécifique, HxuA, vers le milieu extracellulaire (Cope et al., 1995). 

 

Figure 27. Alignement des séquences protéiques de FhaC et HxuB. Sur base de la structure cristallographique de FhaC et 
de prédiction de domaine pour HxuB (Zdobnov and Apweiler, 2001), les domaines suivants sont présentés : l’hélice α H1, 
les domaines POTRA 1 et 2 et le domaine C-terminal en tonneau β comprenant le motif 3 conservé et sa tétrade VRGY/F 
(VRGH, pour HxuB). 

La protéine HxuA comprend le domaine TPS à son extrémité N-terminale, domaine conservé parmi 

les protéines TpsA, qui permettrait l’interaction avec les domaines POTRA de HxuB. Le domaine C-

terminal de HxuA lui est spécifique et est impliqué dans sa fonction effectrice de libération de l’hème 

(Fournier et al., 2011). 

HxuA, tout comme HMW1A, comprend deux cystéines à son extrémité C-terminale qui forment 

probablement un pont disulfure. Ces cystéines sont responsables de l’ancrage de HxuA à la surface 

bactérienne (Fournier et al., 2011). Toutefois, au sein de certaines souches de H. influenzae, la 
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protéine HxuA est totalement ou partiellement relâchée dans le milieu extracellulaire (Wong et al., 

1995; Fournier et al., 2011). 

HxuA a une faible affinité pour l’hème (Fournier et al., 2011) et une forte affinité pour l’hémopexine 

(Wong et al., 1994; Wong et al., 1995) que ce soit pour l’apo-hémopexine ou le complexe hème-

hémopexine (Fournier et al., 2011). Cette interaction entre HxuA et l’hémopexine aurait pour effet 

soit la libération de l’hème à proximité d’un récepteur à hème tel que HxuC soit une diminution de 

l’affinité entre l’hémopexine et l’hème rendant ce dernier plus disponible pour la bactérie. On sait 

que le complexe hème-hémopexine est rapidement soustrait au système sanguin et que les affinités 

de HxuA pour apo-hémopexine et le complexe hème-hémopexine sont d’ordre similaire. Il est donc 

possible que l’activité principale de HxuA soit de maintenir l’hémopexine sous une forme inactive 

rendant l’hème plus disponible (Figure 28) (Fournier et al., 2011). 

 

Figure 28. Modélisation du système HxuCBA. La protéine HxuB sécrète son partenaire spécifique HxuA qui reste ancré dans 
le pore grâce à son extrémité C-terminale comportant un pont disulfure. HxuA interagit fortement avec l’apo-hémopexine 
(non représentée) ou le complexe hème-hémopexine. Cette interaction, dont le mécanisme exact reste à élucider, rend 
l’hème plus disponible pour HxuC, un transporteur de l’hème, ou pour tout autre récepteur à l’hème. ME, membrane 
externe ; P, périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale ; S-S, pont disulfure. 

 

Préalablement à mes travaux de thèse, la protéine HxuB a pu être produite en membrane externe de 

la bactérie Escherichia coli, extraite et purifiée. Un premier cristal de la protéine HxuB sans tag a été 

obtenu dans les conditions suivantes : 20mM tampon sodium phosphate pH 7,0, 1% β-OG, 500 mM 

imidazole pH 6,5 et 22 % PEG 1000. Un jeu de données de diffraction aux rayons X à 4 Å de résolution 

a été collecté. Mais le problème des phases n’a pu être résolu par remplacement moléculaire à partir 

Thèse de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



INTRODUCTION 

38 
 

de la structure de FhaC. C’est sur cette base que j’ai procédé à la suite des travaux sur HxuB et 

entamé ceux concernant son partenaire spécifique HxuA. 
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L’objectif de ma thèse est de réaliser l’étude structurale du système TPS HxuA/HxuB appartenant à la 

sous-famille HMW1A/HMW1B. A cette fin, les partenaires HxuA et HxuB sont produits en grande 

quantité dans E. coli, purifiés et testés en cristallogenèse. 

Sur base des résultats de l’étude structurale et après analyse comparative avec les autres structures 

de protéines TPS disponibles, le système HxuA/HxuB sera croisé avec le système HMW1A/HMW1B 

dans le but d’étudier la spécificité du système TPS au sein de cette sous-famille. 

Enfin, une étude fonctionnelle du mécanisme de sécrétion du système HxuA/HxuB sera réalisée par 

mutagenèse dirigée. 
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1. Etude structurale de la protéine HxuA 

1.1. Production de la protéine HxuA 

Dans le cadre de l’étude structurale de la protéine TpsA HxuA, le système HxuA/HxuB de 

Haemophilus influenzae a été recréé chez Escherichia coli (souche BL21(DE3)omp5). Ce système 

permet la production du TpsA dans le surnageant de culture. Les constructions de HxuA et HxuB 

requièrent la présence d’un peptide signal afin de traverser la membrane interne via le système de 

translocation Sec. Pour toutes les constructions qui seront décrites, le peptide signal de la protéine 

OmpA d’E. coli a été utilisé. 

Plusieurs constructions ont été envisagées pour HxuA. La première construction mise en œuvre vise à 

produire la protéine HxuA entière de 882 résidus (Figure 29). Les clones obtenus présentaient 

systématiquement une mutation « stop » au sein de la séquence codante de HxuA. La protéine HxuA 

entière n’a donc pas pu être produite. 

Deux autres constructions contenant les 373 et 301 premiers résidus de HxuA ont été élaborées 

respectivement sur base des structures résolues des domaines TPS de HMW1A et FHA, HMW1A-PP 

et Fha30 (Figure 29) (Clantin et al., 2004; Yeo et al., 2007). 

 

Figure 29. Schéma des différentes constructions envisagées pour la protéine HxuA. HxuA373 et HxuA301 sont de taille 
équivalente à HMW1A-PP (Yeo et al., 2007) et Fha30 (Clantin et al., 2004) respectivement. Les numéros indiqués 
correspondent au nombre de résidus. PS, peptide signal de la protéine OmpA d’E. coli. 

Afin de faciliter la purification des protéines HxuA373 et HxuA301, leurs constructions comprennent 

un tag poly-histidine (7his) à l’extrémité 5’. 

L’expression des protéines HxuA301-7his et HxuA373-7his est induite par l’addition de 1mM d’IPTG 

(isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) dans le milieu de culture lorsque la densité optique atteint 

0,6 (λ=600nm). Ces protéines sont produites en culture d’un litre induite durant trois heures. Les 

surnageants de culture contenant HxuA301-7his ou HxuA373-7his sont récupérés après 

centrifugation. 
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1.2. Purification de la protéine HxuA 

Avant d’être chargés sur une colonne de chromatographie d’affinité (HisTrap FF Crude), de 

l’imidazole à pH 6,5 est ajouté au surnageant de culture de sorte à atteindre 20 mM d’imidazole de 

même qu’un cocktail d’inhibiteurs de protéases est ajouté au surnageant. L’élution des protéines 

HxuA301-7his et HxuA373-7his est réalisée avec 1M d’imidazole à pH 6,5 (Figure 30). 

Un litre de culture permet d’obtenir 2 mg de protéine HxuA301-7his pure. 

 

Figure 30. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) après purification sur colonne d’affinité pour HxuA301-7his (33 kDa). 1ier 
puits : marqueur de poids moléculaire. 2ième puits : surnageant de culture (15μl). 3ième puits : flow-through (15μl). Du 4ième 
au dernier puits : différentes fractions de purification groupées en fonction des concentrations en protéines (3μl). 

1.3. Cristallisation de la protéine HxuA 

Après élution, l’éluat est dialysé contre une solution de 20mM imidazole à pH6,5. 

Des essais de cristallogenèse ont été réalisés sur différents échantillons de HxuA en goutte 

suspendue en mélangeant 1μl de solution protéique et 1μl de solution de cristallogenèse (voir 

Matériels et méthodes). 

Dans le cas de HxuA301-7his, plusieurs conditions de cristallogenèse ont été testées. Dans un 

premier temps, le kit Cryo suite (Qiagen), comprenant 96 conditions, a été testé sur plusieurs 

échantillons de HxuA301-7his de concentration protéique variant entre 1 et 3,45 mg/ml. 

Dans une des conditions du kit Cryo suite sont apparues des sphérulites soit des ensembles quasi-

cristallins qui constituent une piste à approfondir (Figure 31-A). Cette condition est la suivante : 

0,085M tampon HEPES à pH 7,5, 8,5% (v/v) d’isopropanol, 15% (v/v) de glycérol et 17% (w/v) de PEG 

4000 (PEG, polyéthylène glycol). Des essais d’optimisation de cette condition ont été réalisés en 
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faisant varier la concentration en PEG 4000 de 6 à 20%. Ces essais ont permis d’obtenir des 

sphérulites plus grandes mais pas de cristaux (Figure 31-B). 

 

Figure 31. Sphérulites obtenues avec la protéine HxuA301-7his en goutte suspendue. L’échantillon de HxuA301-7his est à 
une concentration de 3,45 mg/ml en tampon 20mM imidazole à pH 6,5 (A) Condition de cristallogenèse avant 
optimisation : 0,085M tampon HEPES à pH 7,5, 8,5% (v/v) d’isopropanol, 15% (v/v) de glycérol et 17% (w/v) de PEG 4000. 
(B) Condition de cristallogenèse après optimisation : 0,085M tampon HEPES à pH 7,5, 8,5% (v/v) d’isopropanol, 15% (v/v) de 
glycérol et 14% (w/v) de PEG 4000. 

En sortie de colonne de chromatographie, l’échantillon de protéine HxuA301-7his est en tampon 1M 

imidazole à pH 6,5. Des essais de cristallogenèse avec le kit Cryo suite ont été réalisés à partir de ces 

échantillons de HxuA301-7his en sortie de colonne (1,6 mg/ml) et d’échantillons de HxuA301-7his 

mis à 200 mM d’imidazole à pH 6,5 par dialyse (1,7 mg/ml). 

Après trois heures d’incubation, des micro-cristaux sont apparus pour une condition du kit que ce 

soit avec 1M ou 200 mM d’imidazole à pH 6,5. Cette condition est la suivante : 0,095M tri sodium 

citrate pH 5,6, 19% (v/v) isopropanol, 5% (v/v) glycérol et 19% (w/v) PEG 4000. Les micro-cristaux 

obtenus avec 1M d’imidazole étant de meilleure qualité, cette concentration a été choisie pour 

l’optimisation des conditions de cristallogenèse. Pour optimiser cette condition, nous avons choisi de 

varier la concentration en protéine de 1 à 2,8 mg/ml, de varier la concentration en PEG 4000 de 0 à 

23%, de varier la concentration en isopropanol de 0 à 30% et de varier la concentration en glycérol 

de 0 à 15%. 

Après optimisation, la condition qui a permis l’obtention des cristaux de meilleure qualité est 0,095M 

tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) d’isopropanol, 5% (v/v) de glycérol et 12% (w/v) de PEG 4000 

(Figure 32). Les mesures de diffraction de ces cristaux sont présentées dans le point suivant. 
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Figure 32. Cristal de la protéine HxuA301-7his obtenu en goutte suspendue. Condition de cristallisation avec une protéine 
à 2mg/ml en 1M imidazole à pH 6,5 : 0,095M tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) isopropanol, 5% (v/v) glycérol et 12% 
(w/v) PEG 4000. 

Sur base des résultats obtenus pour HxuA301-7his, les premiers essais de cristallogenèse pour la 

protéine HxuA373-7his (2,8 à 6 mg/ml) ont été réalisés avec les conditions suivantes : 1M imidazole à 

pH 6,5 (issu de la solution protéique), 0,095M tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) d’isopropanol, 5% 

(v/v) de glycérol et 1 à 12% (w/v) de PEG 4000. Ces conditions n’ayant pas permis d’obtenir de 

cristaux, d’autres essais de cristallogenèse ont été entrepris avec le kit Cryo suite (Qiagen), le kit 

pHClear suite (Qiagen) et un kit PEG maison. Les cristaux de HxuA373-6his obtenus n’ont pas 

diffracté sous l’effet des rayons X. 

1.4. Collecte et traitement des données de diffraction 

Préalablement à la collecte de données, les cristaux de HxuA301-7his sont trempés dans une solution 

cryo-protectrice de 0,095M tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) isopropanol, 5% (v/v) glycérol et 19% 

(w/v) PEG 4000. Les données de diffraction aux rayons X sont collectées à une température de 100°K. 

Un premier jeu de données à 2,04 Å de résolution a été collecté sur le diffractomètre du laboratoire 

équipé d’un générateur de rayons X à anode tournante Bruker–Nonius FR591 et d’un détecteur 

Mar345 Image Plate Detector. Un jeu à plus haute résolution à 1,5 Å a ensuite été collecté sur la ligne 

de lumière PROXIMA1 du synchrotron SOLEIL (Gif-sur-Yvette, France). 

Avec le logiciel XDS (Kabsch, 2010), les données de diffraction aux rayons X sont indexées, intégrées 

et mises à l’échelle. Les statistiques des données sont résumées dans la Table 1. 
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Table 1. Statistiques de collecte de données et d’affinement de HxuA301-7his. Les valeurs entre parenthèses 
correspondent à la dernière tranche de résolution (2,04-2,16 Å et 1,59-1,50 Å). *Les valeurs statistiques du diagramme de 
Ramachadran ont été obtenues avec le logiciel Procheck de la suite CCP4 v.6.1.13 (Winn et al., 2011). 

Collecte de données Diffractomètre du laboratoire Synchrotron SOLEIL 

Paramètres de maille (Å) a=38,79   b=70,58   c=104,49 
α=90,00   β=98,09   ϒ=90,00 

a=38,99   b=70,84   c=104,98 
α=90,00   β=98,10   ϒ=90,00 

Groupe d’espace P 21 P 21 

Générateur de RX/Ligne de lumière Anode tournante Bruker-Nonius 
FR591 PROXIMA1 

Longueur d’onde (Å) 1,5418 0,98011 
Température (K) 100 100 
Détecteur Mar345 PILATUS 6M 
Distance cristal-détecteur (mm) 174,228 269,631 
Degré de rotation par image (°) 1,0 0,2 

Temps d’exposition par image (s) 300 0,2 
Images collectées 179 1200 
Résolution (Å) 2,04 (2,16) 1,50 (1,59) 
No. réflexions   

Observées 129739 (18570) 397746 (62011) 
Uniques 35540 (5423) 89861 (14222) 

Mosaïcité du cristal (°) 0,26 0,20 
Complétude (%) 98,3 (94,2) 99,2 (97,8) 
Redondance 3,6 (3,4) 4,4 (4,4) 
Rmerge (I) (%) 7,3 (31,1) 3,6 (27,8) 
Rmeas (%) 8,5 (36,6) 4 (31,7) 

I/ I 15,35 (4,46) 21,75 (4,64) 

Affinement   
Rwork (%) 17,36 15,9 
Rfree (%) 26,36 21,0 
Mean B (Å²) 20,3 20,9 
No. d’atomes non-H   

Protéines 4104 4708 
Eau 370 171 

R.m.s.d.   
Longueurs des liaisons (Å) 0,022 0,027 
Angles des liaisons (°) 1,871 2,236 

Statistiques de Ramachandran*   
Préférés (%) 97,5 97,5 
Autorisés (%) 1,5 2,5 

Défavorables (%) 1,0 0,0 

Code PDB  4I84 
 

La structure de HxuA301-7his a été déterminée à 1,5 Å de résolution avec les données obtenues au 

synchrotron. Le problème des phases a été résolu par remplacement moléculaire en utilisant pour 

modèle la structure tridimensionnelle de HMW1A-PP (code PDB : 2ODL). Le choix du modèle s’est 

arrêté sur HMW1A-PP car cette protéine a le plus grand pourcentage de similarité de séquence avec 
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HxuA301 (66,34%) comparativement à Fha30 (55,24% de similarité) et HpmA265 (57,26% de 

similarité). 

Le remplacement moléculaire est réalisé à l’aide du logiciel Molrep v.9.2 de la suite CCP4 v.6.1.13 

(Winn et al., 2011). Le coefficient de Matthews, calculé avec la suite CCP4, indique la présence de 

deux molécules de HxuA301-7his par unité asymétrique et un pourcentage de solvant de 40,8%. Une 

première reconstruction de la structure de HxuA301-7his est obtenue grâce au logiciel ARP/wARP 

v.7.1 (Langer et al., 2008) couplé à la suite CCP4. A partir de ce modèle et grâce au logiciel de 

visualisation Coot (Emsley et al., 2010), le placement et l’orientation de chaque résidu placé par 

ARP/wARP sont vérifiés manuellement. Les résidus manquants sont ajoutés manuellement. Ces 

étapes de construction sont alternées avec des étapes d’affinement du modèle réalisées avec le 

logiciel REFMAC5 (Murshudov et al., 2011). 

Chacun des monomères comprend une boucle mal définie avec une zone non construite qui s’étend 

pour le monomère A du résidu L126 au résidu Q130 et pour le monomère B du résidu K127 au résidu 

E134. Le monomère B est moins bien défini en densité ce qui explique la présence de quatre autres 

zones qui n’ont pu être construites car non définies en densité : E113 à N118, T181 à S185, E192 à 

A195 et G217 à Q220. Cette différence de définition entre les monomères est en accord avec les 

valeurs de B-facteur moyen qui sont de 19,2 Å² pour le monomère A et de 22,6 Å² pour le monomère 

B. 

Le tag poly-histidine n’est pas visible en densité électronique raison pour laquelle le terme HxuA301 

remplacera celui de HxuA301-7his par la suite. 

1.5. Structure de la protéine HxuA301 

Le domaine TPS de HxuA301 a une structure en hélice-β parallèle main droite constituée de dix tours 

d’hélice (Figure 33-A). L’hélice-β comprend trois feuillets-β parallèles dénommés PB1, PB2 et PB3 (PB 

pour parallel β-sheet). Chaque tour de l’hélice-β est constitué de trois brins-β appartenant 

respectivement à PB1, PB2 et PB3. Une hélice-β est dite main droite ou gauche selon le sens dans 

lequel s’enroulent les tours de l’hélice autour de l’axe moléculaire. Les rouleaux-β, où chaque tour 

implique deux brins-β (Yoder, Keen, et al., 1993; Baumann et al., 1993; Yoder and Jurnak, 1995), et 

les hélices-β appartiennent au groupe topologique des solénoïdes-β qui comprennent de nombreux 

facteurs de virulence, des toxines et des allergènes (Kajava and Steven, 2006). 
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Figure 33. Représentation en ruban de la structure cristallographique de HxuA301. (A) L’hélice-β est formée par les 
feuillets-β parallèles PB1, PB2 et PB3 ainsi que par le motif extra-hélice à quatre brins-β antiparallèles (β14, β15, β22 et 
β23). Les deux premiers brins, β1 et β2, sont représentés en pourpre. Les extrémités N- et C-terminales sont annotées. (B) 
Représentation du dimère non physiologique observé dans le cristal. Les extrémités N- et C-terminales des deux 
monomères sont indiquées. 

Les chaines latérales des résidus constituant les brins des feuillets-β sont alternativement orientées 

vers l’intérieur et vers l’extérieur de l’hélice-β. Les résidus dont les chaines latérales sont orientées 

vers l’intérieur sont majoritairement (à près de 85%) aliphatiques ou aromatiques. Par nombre 

décroissant les résidus aliphatiques et aromatiques trouvés sont la valine, l’isoleucine, la leucine, 

l’alanine, la phénylalanine, le tryptophane et la méthionine. L’agencement des chaines latérales au 

sein de l’hélice-β est illustré pour un tour de l’hélice-β dans la figure 34-C. 

La plupart (près de 68%) des tournants-β et des boucles reliant les brins-β comprennent au moins un 

résidu glycine caractérisé par un faible encombrement stérique (Figure 34-B). 
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Figure 34. Représentation schématique de la topologie de HxuA301 (A), de sa séquence peptidique (B) et de 
l’agencement des chaines latérales dans l’hélice-β (C). (A) Les brins-β des feuillets-β parallèles PB1, PB2 et PB3 ainsi que les 
autres brins-β sont représentés. (B) Les résidus soulignés ont leur chaine latérale orientée vers l’intérieur de l’hélice-β. Les 
glycines impliquées dans les tournants-β ou dans les boucles sont en rouge. Les encadrés bleus mettent en évidence les 
résidus impliqués dans les empilements aliphatiques et l’encadré vert met en évidence l’échelle d’asparagines. (C) 
Agencement des chaines latérales des résidus V149, L151, V156, N158, I162 et A164 à l’intérieur de l’hélice-β. 

Une des caractéristiques des hélices-β est la présence d’empilements de résidus. Ces empilements 

sont définis comme des résidus similaires situés à des positions équivalentes dans les tours d’hélice 

adjacents et avec des angles χ similaires (Yoder, Lietzke, et al., 1993; Petersen et al., 1997; Jenkins 

and Pickersgill, 2001). HxuA301 ne déroge pas à la règle et comprend deux types d’empilement, 

l’empilement de résidus aliphatiques et l’échelle d’asparagines (Figure 34-B). Les empilements de 

résidus aliphatiques se composent de résidus alanine, valine, leucine, isoleucine et méthionine. Ce 
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type d’empilement est le plus représenté dans la protéine HxuA301 où ils sont au nombre de six 

dispersés parmi les trois feuillets-β parallèles. Ces empilements aliphatiques comprennent entre trois 

et dix résidus. Celui constitué des dix résidus, situé dans le PB1, s’étend sur toute la longueur du 

feuillet-β parallèle. Le second type d’empilement observé pour HxuA301 est un empilement de 

résidus polaires qui peut être composé des résidus asparagine, glutamine, thréonine and sérine. 

Dans le cas de HxuA301, l’empilement observé est uniquement composé de quatre résidus 

asparagines, N139, N158, N202 et N228 appartenant aux brins β16, β19, β24 et β27 respectivement, 

d’où le terme d’échelle d’asparagines (Figure 35) (Jenkins and Pickersgill, 2001). 

 

Figure 35. Représentation en ruban et bâtonnets de l’échelle d’asparagines de HxuA301. Les résidus asparagine impliqués 
sont représentés en bâtonnets et sont annotés (N139, N158, N202 et N228). Sont également annotés, les trois feuillets-β 
parallèles PB1, PB2 et PB3 ainsi que l’extrémité C-terminale. 

Dans la plupart des hélices-β main droite, l’extrémité N-terminale du cœur hydrophobe de l’hélice 

est protégée du solvant par une hélice-α amphipathique (Jenkins and Pickersgill, 2001). Dans le cas 

de HxuA301, l’extrémité N-terminale de l’hélice-β n’est pas protégée par une hélice-α mais par les 

brins β1 et β2. Les brins β1 et β2 initient respectivement les feuillets PB2 et PB1 et représentent les 

seuls brins-β antiparallèles trouvés dans les feuillets PB1, PB2 et PB3 (Figure 33-A et Figure 34-A). 
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Les tours d’hélice de HxuA301 deviennent plus réguliers au fur et à mesure que l’on progresse vers 

l’extrémité C-terminale et forment une section transversale triangulaire (Figure 33-A). La protéine 

HxuA301 a cristallisé sous la forme d’un homodimère. Cette organisation dimérique résulte de 

l’interaction des extrémités C-terminales de chaque monomère de sorte à former une seule hélice-β 

longue de 100 Å (Figure 33-B). Sous cette forme dimérique, l’extrémité C-terminale est protégée du 

milieu extérieur. 

La protéine HxuA301 comprend également un motif extra-hélice constitué d’un feuillet-β à quatre 

brins-β antiparallèles β14, β15, β22 et β23 (motif β14/β23). Ce motif interagit fortement avec le 

feuillet PB2 par un pont salin (entre les résidus R61 du brin β7 et D107 du brin β14), par un cluster 

hydrophobe et par un réseau d’interactions aromatique-aromatique impliquant huit résidus : 3 

tyrosines (Y59, Y81 et Y171) et 5 phénylalanines (F102, F122, F148, F178 et F180) (Figure 36). 

 

Figure 36. Représentation en ruban et bâtonnets de l’interaction entre le motif extra-hélice et le PB2 de HxuA301. Le 
motif interagit avec le feuillet PB2 par un pont salin (entre les résidus R61 du brin β7 et D107 du brin β14), par un cluster 
hydrophobe et par un réseau d’interactions aromatique-aromatique impliquant huit résidus : 3 tyrosines (Y59, Y81 et Y171) 
et 5 phénylalanines (F102, F122, F148, F178 et F180) 

 

1.6. Analyse comparative des structures des protéines TpsA 

HxuA301 de H. influenzae est la quatrième structure résolue de domaine de sécrétion de TpsA après 

Fha30 de B. pertussis (code PDB : 1RWR) (Clantin et al., 2004), HMW1A-PP de H. influenzae (code 

PDB : 2ODL) (Yeo et al., 2007) et HpmA265 de P. mirabilis (code PDB : 3FY3) (Weaver et al., 2009). 
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Tous présentent une structure en hélice-β main droite composée de trois feuillets-β parallèles PB1, 

PB2 et PB3 et coiffée de deux ou trois brins-β (Figure 37). Ce type de protection par brins-β est 

spécifique aux protéines TpsA puisque les extrémités N-terminales des autres protéines en hélice-β 

main droite sont protégées par une hélice-α amphipathique (Jenkins and Pickersgill, 2001). 

 

Figure 37. Alignement structural des domaines TPS de TpsA de structure connue. (A) Représentation en ruban de 
l’alignement structural des domaines TPS de HxuA, de HMW1A (code PDB : 2ODL), de HpmA (code PDB : 3FY3) et de FHA 
(code PDB : 1RWR). (B) Alignement de séquence basé sur l’alignement structural des domaines TPS de structure connue. 
Les résidus dont les chaines latérales sont orientées vers l’intérieur de l’hélice-β sont indiqués par un triangle noir ▲. 
Les brins β1 et β2 sont colorés en violet, le PB1 en vert, le PB2 en bleu ciel, le PB3 en bleu foncé et les motifs extra-hélices 
en rose à l’exception de l’hélice-α présente dans la structure de HMW1A-PP qui est en jaune. Le motif β7*/β8* spécifique à 
la sous-famille FHA/FhaC est coloré en rouge. 

A l’exception de HMW1A-PP, chacun des domaines de sécrétion de TpsA est organisé dans le cristal 

sous la forme d’un homodimère via une interaction C-terminale-C-terminale (Clantin et al., 2004; Yeo 
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et al., 2007; Weaver et al., 2009). La présence d’un tryptophane (W438) dans le dernier tour d’hélice 

et d’une longue boucle dans l’avant-dernier tour d’hélice empêche l’organisation en dimère de 

HMW1A-PP. 

Les quatre structures de domaine de sécrétion des protéines TpsA présentent un motif extra-hélice 

commun. Ce motif extra-hélice est constitué de quatre brins-β antiparallèles sauf dans le cas de 

HMW1A-PP où le premier brin est remplacé par une hélice-α (en jaune dans la figure 37-A). Dans le 

cas de HxuA301, ce motif interagit avec le PB2 par un réseau d’interactions aromatique-aromatique 

constitué de huit résidus (Figure 36). Au sein de la sous-famille de HMW1A, un réseau d’interactions 

aromatique-aromatique aussi étendu est uniquement trouvé chez HxuA. La structure de HMW1A-PP 

révèle un plus petit réseau impliquant quatre résidus à l’interface entre le motif extra-hélice et le 

feuillet PB2. Par contre, un tel réseau d’interactions aromatique-aromatique n’est retrouvé ni chez 

Fha30 ni chez HpmA265. 

Les protéines TpsA de la sous-famille de FHA présentent un second motif extra-hélice constitué d’une 

longue boucle contenant deux brins-β antiparallèles dénommé motif β7*/β8* (Figure 37). Ce motif 

comprend la tétrade NPNL conservée au sein de cette sous-famille et nécessaire à la sécrétion. 

L’échelle d’asparagines observée pour HxuA301 (Figure 35) est également présente chez HMW1A-PP 

au sein des brins β16, β19, β24 et β27 comme l’illustre la figure 38 et l’alignement de séquence de la 

figure 37-B. 
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Figure 38. Représentation en ruban et bâtonnets de l’échelle d’asparagines de HMW1A-PP. Les résidus asparagine 
impliqués sont représentés en bâtonnets et sont annotés (N199, N220, N262 et N282). La numérotation des résidus 
correspond à celle utilisée dans Yeo et al, 2007. Sont également annotés, les trois feuillets-β parallèles PB1, PB2 et PB3 ainsi 
que l’extrémité C-terminale. 

HMW1A-PP, Fha30 et HpmA265 partagent respectivement 30%, 14% et 14% d’identité avec 

HxuA301. Malgré cette faible identité de séquence, de fortes similarités structurales sont observées 

entre ces hélices-β. Ainsi les RMSD1 calculés pour les résidus dont les chaines latérales sont orientées 

vers l’intérieur de l’hélice-β (marqués par un triangle noir dans la figure 37-B) sont équivalent à 0,55 

Å entre HxuA301 et HMW1A-PP, à 1,41 Å entre HxuA301 et HpmA265 et à 1,29 Å entre HxuA301 et 

Fha30. 

 

2. Etude structurale de la protéine HxuB 

En vue de son étude structurale, le partenaire membranaire HxuB de la protéine HxuA a été produit 

en membrane externe de la bactérie Escherichia coli de souche BL21(DE3)omp5. La forme sauvage 
                                                           
1 RMSD, root-mean-square-deviation, est une mesure permettant de décrire le degré de similarité entre deux 
protéines et équivaut à la mesure de la distance moyenne entre les atomes de carbone-α correspondants de 
deux protéines superposées. 
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(HxuB) et la forme comprenant un tag poly-histidine à l’extrémité N-terminale (HxuB-6his) ont été 

chacune clonées dans le vecteur d’expression pFLAG-CTS. 

Le protocole de production, d’extraction et de purification de la protéine FhaC (Clantin et al., 2007) a 

été appliqué à HxuB (Figure 39). La production est effectuée à 37°C avec 4 litres de culture induits 

durant 3 heures avec 1 mM d’IPTG lorsque la densité optique à 600 nm atteint 0,6. Les culots 

récupérés par centrifugation sont lysés. Deux extractions membranaires utilisant 0,8% et 1,5% de 

détergent non ionique n-octyl-β-D-glucopyranoside ou β-OG sont appliquées aux débris 

membranaires des bactéries. La protéine est ensuite purifiée en deux étapes de chromatographie. La 

première est une chromatographie échangeuse de cations et la seconde une chromatographie 

d’affinité du tag poly-histidine pour le nickel (Ni+2). 

 

Figure 39. Schéma du protocole de production, d’extraction et de purification de FhaC appliqué à HxuB. 

2.1. Production de la protéine HxuB 

En appliquant le protocole de production de FhaC à HxuB-6his, la quantité de protéine obtenue après 

purification est insuffisante pour la cristallogenèse et la formation de corps d’inclusion dans lesquels 

s’accumule la protéine HxuB-6his est observée (données non présentées). Par conséquent, une 

optimisation du protocole de production a été nécessaire. Afin d’augmenter la quantité de protéine 

produite, différents paramètres ont été ajustés. Les tests décrits ci-après ont été réalisés avec des 

cultures de 100 ml. 

Un premier paramètre est la concentration en IPTG. En diminuant cette concentration, on peut 

parvenir à accroitre la proportion de protéine HxuB en membrane externe par rapport à celle 

retrouvée dans les corps d’inclusion. Différents essais ont été effectués avec des concentrations en 

IPTG allant de 0,0001mM à 1mM en parallèle d’une culture non induite (Figure 40-A). Les résultats 

indiquent qu’après purification, HxuB-6his est obtenue en plus grande quantité en membrane 

externe lorsque la culture est induite avec 0,001mM d’IPTG.  

Augmenter la durée d’induction est également un moyen d’augmenter la quantité de protéine 

produite. Des tests d’induction ont été réalisés, avec 0,001mM d’IPTG, durant une période allant de 

Production 

• 4 L 
• 37°C 
• Induction à DO600 = 

0.6 avec  1mM IPTG 
durant 3 heures 

Lyse 

• EmulsiFlex 

1ière 
extraction 

• 0,8% de β-OG 
• pH 7,0 

2de 
extraction 

• 1,5% de β-OG 
• pH 7,0 

1ière étape de 
purification 

• Chromatographie 
d'échangeuse de 
cations 
(colonne HS20) 

e 2de étape de 
purification 

• Chromatographie 
d'affinité au Ni+2 
(colonne HisTrap) 
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trois à six heures (Figure 40-B). Une durée d’induction de 4 heures améliore significativement la 

quantité de protéine HxuB-6his obtenue. Au-delà, avec 5 ou 6 heures d’induction, la quantité de 

protéine obtenue n’augmente plus. 

Enfin, parallèlement aux essais d’optimisation de la durée d’induction, l’effet de la présence de 0,5% 

de D-(+)-glucose dans le milieu de culture a été testé (Figure 40-B). Bien que la présence de glucose 

dans le milieu de culture n’ait pas d’effet sur la quantité de HxuB-6his observée, elle induit une nette 

diminution en protéines contaminantes. 

 

Figure 40. Gels d’électrophorèse (SDS-PAGE) des extraits membranaires (2de extraction) issus des productions 
d’optimisation de la protéine HxuB-6his (60,8 kDa). (A) Effet de la concentration en IPTG. 1ier puits : marqueur de poids 
moléculaire. 2ième au 6ième puits : extraits membranaires de productions de la protéine HxuB-6his effectuées avec 
différentes concentrations en IPTG (induction de 3h). 7ième puits : extrait membranaire d’une culture non induite (NI). (B) 
Effet de la durée d’induction et de la présence de 0,5% de D-(+)-glucose dans le milieu de culture. 1ier puits : marqueur de 
poids moléculaire. 2ième au dernier puits : extraits membranaires de productions de la protéine HxuB-6his effectuées avec 
différents temps d’induction allant de 3 à 6 heures et avec ou sans D-(+)-glucose (0,5%). Dépôt de 10μl d’extrait/puits. 

En conclusion, la production de la protéine HxuB-6his pour la cristallogenèse est réalisée en milieu de 

culture (Luria-Bertani) contenant 0,5% de D-(+)-glucose incubée à 37°C et induite avec 0,001mM (ou 

1μM) d’IPTG pendant 4 heures. 

Afin d’obtenir encore plus de protéines HxuB-6his, le volume de culture initialement de 4 litres est 

triplé. 

Les culots bactériens récupérés par centrifugation sont lavés avec du tampon sodium phosphate 

(20mM, pH 7,0) et congelés avant les étapes de lyse (par EmulsiFlex) et d’extraction membranaire. 

2.2. Extraction membranaire de la protéine HxuB 

L’extraction membranaire est une technique qui va permettre d’isoler les protéines membranaires de 

la membrane externe à l’aide de détergent. L’extraction de la protéine HxuB-6his est obtenue à l’aide 

d’un détergent non ionique, le n-octyl-β-D-glucopyranoside ou β-OG. La propriété amphipathique du 

détergent va induire une compétition entre le détergent et les constituants de la membrane pour les 

protéines membranaires (Figure 41). L’extraction est effectuée avec une concentration en détergent 
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supérieure à la concentration micellaire critique (CMC), spécifique à chaque détergent, qui 

correspond à la concentration minimale en détergent permettant la formation de micelles. 

 

Figure 41. Schématisation du principe d’extraction membranaire en détergent. 

Préalablement aux étapes d’extraction membranaire de la protéine HxuB-6his, les culots bactériens 

sont solubilisés et lysés (EmulsiFlex). Les débris membranaires qui contiennent la protéine d’intérêt 

sont récupérés par des étapes de centrifugation et d’ultracentrifugation. 

La première extraction permet de solubiliser une partie des protéines membranaires contaminantes. 

La seconde extraction permet la solubilisation en détergent de la protéine HxuB-6his ainsi que 

d’autres protéines membranaires. 

Le protocole d’extraction membranaire de FhaC a été appliqué à HxuB-6his. Ce protocole a très bien 

fonctionné sur les cultures de mise au point de 100 ml. Lors du passage à des volumes plus 

importants, l’extraction de la protéine HxuB-6his est apparue moins efficace. Par conséquent, la 

seconde extraction membranaire a été optimisée. 

Un premier paramètre qui peut être ajusté est le pH du tampon de seconde extraction. Sur base d’un 

échantillon commun, les valeurs de pH 6,0 à 8,0 ont été testées en parallèle (Figure 42-A). L’efficacité 

d’extraction de HxuB-6his est nettement améliorée avec un pH à 8,0. 

Deux autres paramètres ont été testés afin d’améliorer la seconde extraction. En augmentant la 

concentration en détergent, on est susceptible d’accroître la quantité de protéines extraites. De plus 

l’EDTA (acide éthylène diamine tétra-acétique) peut être utilisé pour déstabiliser la membrane 

externe par chélation des cations de magnésium Mg2+ qui stabilisent les molécules de LPS (Figure 42-
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B). L’efficacité d’extraction de HxuB-6his est accrue lorsque sont combinées une concentration en β-

OG de 2% et la présence de 2mM d’EDTA à pH 8,0 dans le tampon de seconde extraction. 

 

Figure 42. Gels d’électrophorèse (SDS-PAGE) des extractions membranaires d’optimisation de la protéine HxuB-6his (60,8 
kDa). (A) Effet du pH. 1ier puits : marqueur de poids moléculaire. 2ième : fraction soluble de la 1ière extraction (Ext1). 3ième au 
5ième puits : fractions solubles de la 2de extraction (Ext2) à pH 6,0, 7,0 et 8,0 respectivement. (B) Effet de la concentration en 
β-OG et de l’EDTA. 1ier puits : marqueur de poids moléculaire. 2ième : fraction soluble de la 1ière extraction. 3ième au 6ième 
puits : fractions solubles de la 2de extraction à pH 8,0 avec 1,5% ou 2% de détergent (β-OG) et en absence ou en présence 
de 2mM d’EDTA à pH 8,0. Dépôt de 10μl d’extrait/puits. 

En conclusion, les conditions de première extraction membranaire de HxuB-6his sont identiques à 

celles de FhaC (Clantin et al., 2007). Les conditions de seconde extraction ont été optimisées en 

modifiant le pH qui passe de 7,0 à 8,0, en augmentant la quantité de détergent à 2% de β-OG et en 

incluant à la solution d’extraction 2mM d’EDTA à pH 8,0. 

2.3. Purification de la protéine HxuB 

La protéine HxuB-6his est purifiée en deux étapes : une chromatographie échangeuse de cations, qui 

permettra d’éliminer la majeure partie des contaminants, suivie d’une chromatographie d’affinité. 

Les tampons utilisés pour les purifications contiennent tous 1% de β-OG afin de maintenir HxuB-6his 

sous sa forme soluble et repliée. 

2.3.1. Etape de chromatographie échangeuse de cations 

Préalablement à la purification sur colonne échangeuse de cations, le pH du 2ième extrait 

membranaire est ajusté à pH 6,0, le point isoélectrique de HxuB-6his étant de 9,3. Après chargement 

de l’extrait sur la colonne et le lavage de cette dernière, la protéine HxuB-6his est éluée grâce à un 

gradient de concentration croissante en chloride de sodium (NaCl). Les fractions contenant la 

protéine HxuB-6his sont rassemblées pour la seconde étape de purification. 
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Figure 43. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) de la première étape de purification de HxuB-6his (60,8 kDa) par 
chromatographie échangeuse de cations. 1ier puits : marqueur de poids moléculaire. 2ième : fraction soluble de la 2ième 
extraction membranaire mise à pH 6,0 (Ext2) (10μl). 3ième puits : flow through (FT) (10μl). 4ième au dernier puits : fractions 
obtenues lors de l’élution par un gradient de concentration croissante de 0 à 600 mM NaCl (5μl). 

2.3.2. Etape de chromatographie d’affinité 

La protéine HxuB portant un tag poly-histidine, la seconde étape de purification est une 

chromatographie d’affinité au nickel. 

Lors du premier essai de cette étape de purification, l’élution a été réalisée par un gradient allant de 

0 à 500mM d’imidazole à pH 6,5. L’analyse par électrophorèse révèle la présence de divers 

contaminants élués à plus faible concentration en imidazole comparativement à HxuB-6his (Figure 

44). 

 

Figure 44. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) de la seconde étape de purification de HxuB-6his (60,8 kDa) par 
chromatographie d’affinité (élution en gradient). 1ier puits : marqueur de poids moléculaire. 2ième : fractions issues de la 
chromatographie échangeuse de cations contenant HxuB-6his (pool) (10μl). 3ième puits : flow through (FT) (10μl). 4ième au 
dernier puits : fractions obtenues lors de l’élution par un gradient de concentration croissante de 0 à 500mM imidazole 
(10μl). 

Sur base de ce gradient, le protocole d’élution a été adapté. L’élution est réalisée en trois étapes 

avec des concentrations en imidazole à pH 6,5 croissantes de 200mM, 260mM et finalement 500mM. 

Ce protocole permet l’élution de HxuB-6his en dernière étape sous forme pure et plus concentrée 

que lors du gradient (Figure 45). 
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Figure 45. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) de la seconde étape de purification de HxuB-6his (60,8 kDa) par 
chromatographie d’affinité (élution par étape). 1ier puits : marqueur de poids moléculaire. 2ième : fractions issues de la 
chromatographie échangeuse de cations contenant HxuB-6his (pool) (5μl). 3ième au dernier puits : fractions obtenues lors de 
la dernière étape de l’élution à 500mM imidazole à pH 6,5 (3μl). 

A la fin de la purification, la protéine HxuB-6his est récupérée dans le tampon d’élution 1% de β-OG, 

20 mM de tampon sodium phosphate pH 7,0 et 500 mM d’imidazole à pH 6,5. Avec 12 litres de 

culture, on obtient 3mg de protéine HxuB-6his pure. 

2.4. Cristallisation de la protéine HxuB 

Comme indiqué précédemment, un jeu de données de diffraction aux rayons X à 4 Å de résolution a 

pu être collecté pour la protéine HxuB sans tag préalablement à ma thèse (Figure 46). Cependant, le 

problème des phases n’a pu être résolu par remplacement moléculaire sur base de la structure de 

FhaC, seule protéine TpsB dont la structure cristallographique ait été publiée (code PDB : 2QDZ).

 

Figure 46. Cristal de la protéine HxuB sans tag diffractant à 4 Å. Les conditions de cristallisation sont les suivantes : 20mM 
tampon sodium phosphate à pH 7,0, 1% β-OG, 500 mM imidazole à pH 6,5 et 22 % PEG 1000. 

D’autres techniques de résolution du problème des phases existent telles que le MAD (Multi-

wavelength Anomalous Diffraction), le MIR (Multiple Isomorphous Replacement) ou le SAD (Single-

wavelength Anomalous Dispersion). Chacune de ces méthodes requiert la présence de métaux au 

sein du cristal. La protéine HxuB ne comprend que trois méthionines. La production de HxuB où les 
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méthionines seraient remplacées par des séléno-méthionines n’a donc pas été entreprise. La 

présence de métaux au sein de cristaux de protéines peut également se faire par trempage d’un 

cristal de la protéine native dans une solution contenant un métal donné. Cette technique nécessite 

l’obtention préalable de cristaux de la protéine d’intérêt. Une dernière technique est la co-

cristallisation qui consiste à cristalliser la protéine dans une solution contenant des ions de métaux. 

Ces deux dernières techniques ont été entreprises. 

Pour la méthode de trempage, les conditions d’essais de cristallogenèse se basent sur celle du cristal 

obtenu pour HxuB sans tag soit : 20mM Na-phosphate à pH 7,0, 1% β-OG, 500 mM imidazole à pH 

6,5 et 22 % PEG 1000. Cette condition a été explorée en faisant varier différents paramètres de 

cristallogenèse repris ci-dessous : 

 Température : essais à 4°C et 20°C 

 Concentration en imidazole à pH 6,5 allant de 0 à 800 mM 

 Crible sur divers agents précipitants de type PEG (polyéthylène glycol) à différentes 

concentrations : PEG 350 mme (monométhyl éther), PEG 550 mme, PEG 750 mme, PEG 2000 

mme, PEG 5000 mme, PEG 400, PEG 1000, PEG 1500, PEG 2000, PEG 4000, PEG 6000 et PEG 

10000 

 Modification de la dynamique de diffusion gazeuse en variant le volume du réservoir et le 

rapport volumique au sein de la goutte 

 Essais de cristallogenèse avec le kit commercial MembFac (Hampton research) : 48 

conditions testés 

 Essais de cristallogenèse avec le kit commercial MemGold (Molecular Dimension) : 96 
conditions testés 

 Essais de cristallogenèse avec des additifs du kit commercial Additive Screen (Molecular 

Dimension) 

Avec le kit MembFac (Hampton research) des cristaux sont apparus mais se sont avérés être des 

cristaux de sel de zinc lors des essais de diffraction aux rayons X. 

Un premier cristal de la protéine HxuB-6his (2,21 mg/ml) a été obtenu dans les conditions suivantes : 

20 mM tampon sodium phosphate à pH 7,0, 1% β-OG, 28% PEG 1000, 500 mM imidazole à pH 6,5. Ce 

cristal n’a pas diffracté sous l’effet des rayons X. 
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Dans la même boite de cristallogenèse et après neuf mois d’incubation, quelques cristaux de HxuB-

6his (2,21mg/ml) sont apparus dans les conditions suivantes : 20 mM tampon sodium phosphate à 

pH 7,0, 1% β-OG, 24% PEG 1000, 500 mM imidazole à pH 6,5. Ces cristaux ont été testés au 

synchrotron SOLEIL sur la ligne de lumière PROXIMA1 (Gif-sur-Yvette). La meilleure résolution 

mesurée fût de 8 Å soit une résolution plus faible que pour le jeu de données obtenu avec HxuB sans 

tag. Ces données sont difficilement exploitables. 

En parallèle, des essais de co-cristallisation de la protéine HxuB-6his et de métaux lourds ont été 

réalisés. Les métaux lourds testés sont les suivants : K2PtCl4, K2Pt(NO2)4, AgNO3, Hg(OOCCH3)2, HgCl2, 

Pb(NO3)2, CdI2, KAu(CN)2, KAuCl4, Sm(NO3)3. Malheureusement, aucun cristal n’est apparu au cours 

de ces essais. 

Ainsi malgré les nombreux essais de cristallogenèse entrepris pour la protéine HxuB-6his, un nombre 

faible de cristaux a été obtenu. Parmi ceux-ci, la meilleure résolution de diffraction aux rayons X 

obtenue est de 8 Å. Toutefois, HxuB-6his ayant été obtenue sous forme repliée et pure, une analyse 

préliminaire par microscopie a été engagée. 

2.5. Analyse de HxuB par microscopie électronique 

Un échantillon de la protéine HxuB-6his pure et en détergent a été confié à Daniel Lévy de l’Institut 

Curie de Paris (UMR CNRS 168). Une analyse par microscopie électronique a été réalisée sur cet 

échantillon et a permis de mettre en évidence une population hétérogène comprenant deux 

organisations quaternaires différentes : une organisation homodimérique majoritaire et une 

organisation homotétramérique minoritaire. Il ne semble pas y avoir de particule de type 

monomérique (Figure 47). 
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Figure 47. Microscopie électronique sur un échantillon de la protéine HxuB-6his purifiée en détergent. Les deux 
organisations quaternaires sont mises en évidence : les homodimères majoritaires de dimensions 8x8 nm (cercles rouges) 
et les homotétramères minoritaires de dimensions 12x12 nm (cercles jaunes). Image obtenue par Daniel Lévy en coloration 
négative sur un microscope Philips CM120 FEI (120 kV) avec la caméra Gatan SSC 1024x1024 pixels à un agrandissement de 
45000X. 

Différents facteurs peuvent expliquer l’échec du remplacement moléculaire tels que la déformation 

du tonneau-β due à sa malléabilité, la faible résolution du jeu de données (4 Å) ou la possibilité que 

les orientations des domaines POTRA entre eux et par rapport au tonneau-β diffèrent de celles de 

FhaC. 

3. Etude fonctionnelle du système HxuA/HxuB 

Plusieurs cas de systèmes comprenant plus d’un TpsA pour un même TpsB ont été décrits dans la 

littérature. Chez Haemophilus ducreyi, la sécrétion des deux TpsA, LspA1 et LspA2, est assurée 

uniquement par un TpsB commun, LspB (Ward et al., 1998; Ward et al., 2004). Chez Bordetella 

bronchisceptica, le TpsB FhaC sécrète également deux protéines distinctes : FhaB et FhaS partageant 

95% d’identité de séquence (Julio and Cotter, 2005). Afin d’étudier la spécificité des systèmes TPS, 

des essais de complémentation entre trois systèmes de la sous-famille FHA/FhaC avaient été 

entrepris. Une seule des complémentations réalisées a fonctionné. Il s’agit de la protéine HpmA de 

Proteus mirabilis qui est activée et sécrétée par la protéine membranaire ShlB de Serratia 

marcescens (Jacob-Dubuisson et al., 1997). Les hémolysines ShlA et HpmA partagent 46,7% d’identité 

de séquences (Uphoff and Welch, 1990). 
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Dans le même ordre d’idée, il serait intéressant de connaitre la spécificité des systèmes TPS de la 

sous-famille de HMW1A/HMW1B. Nous avons donc entrepris des essais de complémentation en 

croisant les systèmes HxuA/HxuB et HMW1A/HMW1B, ce dernier système étant le plus étudié au 

sein de cette sous-famille. 

3.1. Test de sécrétion de HMW1A373 par HxuB 

Une version tronquée de la protéine HMW1A avec un tag poly-histidine à son extrémité N-terminale 

a été utilisée : HMW1A373-6his. Cette dernière comprend les 373 premiers résidus de la protéine ce 

qui correspond à la taille de la protéine dont la structure cristallographique a été publiée (Yeo et al., 

2007). 

Pour ce test de sécrétion, la protéine HMW1A373-6his est, soit exprimée seule, soit co-exprimée 

avec la protéine HxuB (Figure 48). 

 

Figure 48. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HMW1A373-6his (39,9 
kDa). 1ier puits : marqueur de poids moléculaire. Pour HMW1A373-6his produite seule (à gauche) et en présence de HxuB (à 
droite) ont été déposés sur le gel : le surnageant de culture (Ech) (15μl), le flow through (FT) (15μl) et les deux premières 
fractions d’élution (5μl). 

Contrairement à ce qui était attendu, la protéine HMW1A373-6his est présente dans le surnageant 

de culture en présence ainsi qu’en absence de la protéine HxuB. 

Suite à ce résultat, la même expérimentation a été effectuée pour HxuA301-7his afin de savoir si le 

même effet serait observé en absence de la protéine HxuB. 

3.2. Test d’expression de HxuA301-7his en absence de HxuB 

Utilisant le même protocole qu’au point précédent, la protéine HxuA301-7his (pFHxuA301-N) est 

exprimée en présence ou en absence de HxuB (pCHxuB) (Figure 49). 
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Figure 49. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-7his (33 kDa). 
1ier puits : marqueur de poids moléculaire. Pour HxuA301-7his produite seule (à gauche) et en présence de HxuB (à droite) 
ont été déposés sur le gel : le surnageant de culture (Ech) (15μl), le flow through (FT) (15μl) et les deux premières fractions 
d’élution (5μl). 

Comme pour HMW1A373-6his, la protéine HxuA301-7his est présente dans le surnageant de culture 

en l’absence de HxuB. Ces protéines sont de plus présentes dans des quantités similaires que ce soit 

avec ou sans HxuB. 

Ces résultats inattendus soulèvent plusieurs questions : sous quelle forme se trouve la protéine 

HxuA301-7his produite en l’absence de HxuB dans le surnageant de culture et comment s’y est-elle 

retrouvée ? Afin de répondre à la première question, nous avons voulu caractériser cette protéine. 

Et, puisque le protocole de cristallisation de HxuA301-7his est maitrisé, cette méthode de 

caractérisation a été entreprise. 

3.3. Caractérisation de HxuA301-7his produite sans HxuB (HxuA301-

noB) 

La structure tridimensionnelle de la protéine HxuA301-7his produite en l’absence de HxuB, soit 

HxuA301-noB, a été déterminée et comparée avec celle de HxuA301-7his (produite en présence de 

HxuB). 

3.3.1. Production, purification et cristallisation de HxuA301-noB 

Utilisant le même protocole que pour HxuA301-7his, HxuA301-noB a été produite et purifiée (Figure 

50). 
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Figure 50. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) de la purification de HxuA301-noB (33 kDa) par chromatographie d’affinité. 
1ier puits : marqueur de poids moléculaire. 2ième puits : surnageant de culture (Ech) (15μl). 3ième puits : flow through (FT) 
(15μl). 4ième au dernier puits : différentes fractions obtenues lors de l’élution avec 1M d’imidazole à pH 6,5 (2μl). 

Des cristaux de HxuA301-noB ont été obtenus dans les mêmes conditions de cristallogenèse que 

pour HxuA301-7his soit : 0,095M de tri sodium citrate pH5,6, 19% isopropanol, 5% glycérol et 11 à 

13% PEG 4000 à une température de 20°C. La taille des cristaux varie entre 75 et 200 μm 

 

Figure 51. Cristaux de la protéine HxuA301-noB obtenus en goutte suspendue. Conditions de cristallisation avec une 
protéine à 3mg/ml : 0,095M tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) isopropanol, 5% (v/v) glycérol et 12 % (w/v) PEG 4000. 

3.3.2. Collecte et traitement des données de diffraction de HxuA301-noB 

Les cristaux sont trempés dans une solution cryo-protectrice identique à la solution de 

cristallogenèse mais avec 19% de PEG 4000. Plusieurs cristaux ont été testés sur le diffractomètre du 

laboratoire et une collecte de données a été effectuée sur le meilleur d’entre eux. Un jeu complet de 

données a été mesuré à une résolution de 2,6 Å au laboratoire et à une résolution de 1,4 Å sur la 

ligne PROXIMA1 du synchrotron SOLEIL (Table 2). 

Thèse de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



RESULTATS 

70 
 

Ces données ont été traitées avec le logiciel XDS (Kabsch, 2010) : indexation, intégration et mise à 

l’échelle. Le problème des phases a été résolu en utilisant la structure de HxuA301-7his comme 

modèle (code PDB : 4I84). 

Table 2. Statistiques de collecte de données et d’affinement de HxuA301-noB. Entre parenthèses se trouvent les valeurs 
correspondant à la dernière tranche de résolution (2,76-2,60 Å et 1,48-1,40). *Les valeurs statistiques du diagramme de 
Ramachadran ont été obtenues avec le logiciel Procheck de la suite CCP4 v.6.1.13 (Winn et al., 2011). 

Collecte de données Difftractomètre du laboratoire Synchrotron SOLEIL 

Paramètres de maille (Å) a=38,83   b=70,80   c=104,91 
α=90,00   β=82,03   ϒ=90,00 

a=38,90   b= 70,75   c=104,96 
α=90,00   β=98,02   ϒ=90,00 

Groupe d’espace P 21 P 21 
Générateur de rayons X/Ligne de lumière Anode tournante NONIUS FR591 PROXIMA1 
Longueur d’onde (Å) 1,5418 0,98011 
Température (K) 100 100 
Détecteur mar345 PILATUS 6M 
Distance cristal-détecteur (mm) 252,041 243,415 
Degré de rotation par image (°) 1 0,2 
Temps d’exposition par image (s) 480 1,0 
Images collectées 163 900 
Résolution (Å) 2,60 1,40 
No. réflexions   

Observées 57902 (7980) 369979 (56915) 
Uniques 17130 (2528) 107873 (16669) 

Mosaïcité du cristal (°) 0,115 0,079 
Complétude (%) 98,4 (92,7) 97,1 (93,1) 
Redondance 3,38 (3,16) 3,43 (3,42) 
Rmerge (I) (%) 18,1 (63,2) 4,1 (55,1) 
Rmeas (%) 21,5 (75,8) 4,9 (65,3) 

I/ I 6,58 (2,18) 15,68 (2,33) 

Affinement   
Rwork (%) 20,65 20,81 
Rfree (%) 27,87 22,26 
Mean B (Å²) 16,25 24,07 
No. d’atomes non-H   

Protéines 4340 4436 
Eau 0 314 

R.m.s.d.   
Longueurs des liaisons (Å) 0,015 0,009 

Angles des liaisons (°) 1,606 1,19 
Statistiques de Ramachandran*   

Préférés (%) 95,8 98,5 
Autorisés (%) 3,7 1,5 
Rejetés (%) 0,5 0,0 
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3.3.3. Structure de HxuA301-noB 

Comme dans le cas de HxuA301-7his, deux molécules de HxuA301-noB sont présentes par unité 

asymétrique et interagissent par leurs extrémités C-terminales formant une longue hélice-β parallèle 

main droite. La superposition des structures de HxuA301-7his et de HxuA301-noB montre bien que 

les deux structures se confondent (RMSD=0,219 Å) et que les deux protéines se structurent à 

l’identique (Figure 52). 

 

Figure 52. Superposition des structures de HxuA301-7his (bleu foncé et bleu ciel) et HxuA301-noB (violet et rose). Les 
structures des deux protéines se confondent. Toutes deux ont une structure homodimérique via l’interaction de leurs 
extrémités C-terminales respectives. 

Ces résultats montrent que la protéine HxuA301 est capable de se replier correctement sans 

l’intervention de la protéine HxuB. Par conséquent, HxuB n’est pas nécessaire au repliement de 

HxuA301.  

Mais comment la protéine HxuA301 se retrouve-t-elle dans le milieu extracellulaire (ou surnageant 

de culture dans notre cas) ? Deux hypothèses peuvent être explorées: soit HxuA301 est sécrétée par 

une autre protéine de la membrane externe d’E. coli, soit la présence de HxuA301 dans le surnageant 

de culture résulte d’une lyse bactérienne. 

Afin d’être certain que la protéine HxuA301-7his a bien franchi la membrane interne de la bactérie, la 

présence ou non du peptide signal a été vérifiée par spectrométrie de masse. La bande 

correspondante à HxuA301-7his découpée d’un gel SDS-PAGE est traitée à la trypsine et les peptides 

obtenus sont analysés par spectrométrie de masse. Pour la protéine HxuA301-7his comprenant 

encore un peptide signal, les peptides de masse de 1902 Da et de 1263 Da doivent être détectés. 

Pour la protéine HxuA301-7his sans peptide signal, seul le peptide de masse de 1263 Da doit être 
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détecté. L’analyse a été effectuée pour HxuA301-7his produite avec et sans HxuB. Dans les deux cas 

seul le peptide de masse de 1263 Da est détecté indiquant le peptide signal a bien été clivé. Ce 

résultat a été confirmé par une analyse MALDI-TOF Ultraflex (Bruker) pour laquelle la masse totale 

obtenue correspond à celle de HxuA301-7his sans peptide signal. Par conséquent, la protéine a bien 

traversé la membrane interne. 

Avant d’appronfondir les deux hypothèses pouvant expliquer la présence de HxuA301-noB dans le 

surnageant de culture, nous avons voulu savoir si ce phénomène n’était pas souche-dépendant. 

3.4. Test d’expression dans d’autres souches d’E. coli 

Ainsi, le même test d’expression a été effectué dans les souches BL21(DE3) pour HxuA301-7his et 

HMW1A373-6his (Figure 53) ainsi que dans la souche UT5600 pour HxuA301-7his (Figure 54). La 

souche UT5600 est celle utilisée pour l’étude fonctionnelle du système FHA/FhaC. 

 

Figure 53. Gels d’électrophorèse (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de (A) HMW1A373-6his 
(39,9 kDa) et (B) HxuA301-7his (33 kDa) produites en souche BL21(DE3). Pour chacun des deux gels : 1ier puits : marqueur 
de poids moléculaire. Pour les protéines produites seules (à gauche) et en présence de HxuB (à droite) ont été déposés sur 
le gel : le surnageant de culture (Ech) (15μl), le flow through (FT) (15μl) et les deux premières fractions d’élution (5μl). 

 

Figure 54. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-7his (33 kDa) 
produite en souche UT5600. 1ier puits : marqueur de poids moléculaire. Pour HxuA301-7his produite seule (à gauche) et en 
présence de HxuB (à droite) ont été déposés sur le gel : le surnageant de culture (Ech) (15μl), le flow through (FT) (15μl) et 
les deux premières fractions d’élution (5μl). 
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Quelle que soit la souche d’E. coli utilisée, on observe la présence de HxuA301-7his ou de 

HMW1A373-6his dans le surnageant de culture en l’absence de HxuB indiquant que ce phénomène 

n’est pas souche-dépendant. 

Avant d’entreprendre la recherche et l’identification d’une autre OMP, l’hypothèse de la lyse 

bactérienne a été testée. Cette hypothèse est en effet plus facile à mettre à l’épreuve. 

3.5. Etude de l’hypothèse de lyse bactérienne lors de la production de 

HxuA301-noB 

Afin d’observer une éventuelle lyse cellulaire, un suivi morphologique des bactéries par microscopie 

a été réalisé avant induction et à différents temps après induction. La technique de microscopie 

utilisée est une technique de microscopie de contraste différentiel interférentiel ou DIC (Differential 

Interference Contrast) qui a l’avantage de donner du contraste à des spécimens vivants et 

transparents et ce même sans coloration (voir partie Matériels et Méthodes point 5.2). La densité 

optique de la culture bactérienne est mesurée en parallèle. 

L’expérience a été réalisée à partir d’une culture de production de la protéine HxuA301-noB 

(pFHxuA301-N) (Figure 55). 
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Figure 55. Suivi morphologique par microscopie de contraste DIC sur une culture de production de HxuA301-noB et 
courbes de densité optique de la culture et de son contrôle non induit en fonction du temps (BL21(DE3)omp5 pFHxuA301-

N). Une première image est prise avant induction (à gauche). Lorsque la densité optique atteint 0,66 (λ=600nm), la culture 
est divisée en deux : une moitié est non induite (NI) et l’autre induite avec 1mM d’IPTG. Des images sont prises à différents 
temps pour les deux cultures : 30, 90 et 150 minutes. La densité optique (DO) est mesurée pour chaque prélèvement, 
indiquée sur l’image correspondante et reprise dans le graphique. L’image encadrée en rouge est un agrandissement de 
l’image obtenue après 150 minutes d’induction. Les bactéries en cours de lyse sont indiquées par des flèches blanches. 

Le suivi morphologique montre que d’une part, les bactéries de la culture non induite ne subissent 

aucune modification et que d’autre part, la culture induite présente un grand nombre de bactéries 

en cours de lyse (encadré rouge) après 150 minutes d’induction. De plus, la densité optique de la 

culture induite est plus faible que celle de la culture contrôle non induite et diminue lors de la 

dernière mesure (Figure 55). Lors de la production de HxuA301-noB, un évènement de lyse a donc 

lieu. 

Cette fuite bactérienne constitue un problème majeur pour l’étude fonctionnelle du système 

HxuA/HxuB justifiant l’importance portée à la résolution de celui-ci.  
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3.6. Mise au point de la production de HxuA301 exempte de lyse 

Afin d’obtenir un système fonctionnel, des ajustements sur plusieurs paramètres ont été envisagés. 

On sait déjà que la fuite bactérienne de HxuA301-7his n’est pas souche-dépendante mais d’autres 

facteurs tels que le vecteur d’expression, la position du tag poly-histidine ou les conditions de culture 

peuvent avoir un impact. 

3.6.1. Effet du vecteur d’expression 

En produisant la protéine HxuB avec le vecteur pCOLADuet-1 à la place du vecteur pFLAG-CTS, la 

formation de corps d’inclusion diminuait et la quantité de protéines HxuB en membrane externe 

augmentait. L’utilisation du vecteur pCOLADuet-1 permettrait donc une production protéique moins 

rapide ou moins intense. Dans le cas de HxuA301, on peut se demander si la lyse bactérienne est 

provoquée par le vecteur d’expression trop puissant qu’est le pFLAG-CTS ou par la protéine HxuA301. 

Par conséquent, l’expérimentation de suivi morphologique par microscopie et du suivi de la densité 

optique est réitérée avec le vecteur pCHxuA301-N-HxuBHis tag (Figure 56). 
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Figure 56. Suivi morphologique par microscopie de contraste DIC sur une culture de production de HxuA301-7his en 
présence de HxuB-6his et courbes de densité optique de la culture et de son contrôle non induit en fonction du temps 
(BL21(DE3)omp5 pCHxuA301-N-HxuBHis tag). Une première image est prise avant induction (à gauche). Lorsque la densité 
optique atteint 0,63 (λ=600nm), la culture est divisée en deux : une moitié est non induite (NI) et l’autre induite avec 1mM 
d’IPTG. Des images sont prises à différents temps pour les deux cultures : 30, 90 et 150 minutes. La densité optique (DO) est 
mesurée pour chaque prélèvement, indiquée sur l’image correspondante et reprise dans le graphique. L’image encadrée en 
rouge est un agrandissement de l’image obtenue après 150 minutes d’induction. Les bactéries en cours de lyse sont 
indiquées par des flèches blanches. 

L’utilisation du vecteur pCOLADuet-1 donne des résultats similaires à ceux obtenus avec pFLAG-CTS. 

En effet, la lyse bactérienne est observable après 150 minutes pour la culture induite. De plus, la 

densité optique de la culture induite est plus faible que pour la culture de contrôle et diminue lors de 

la dernière mesure (Figure 56). Il semblerait donc que le changement de vecteur n’apporte pas 

d’effet bénéfique. 

3.6.2. Effet de la position du tag poly-histidine 

Lors des productions précédentes, la protéine HxuA301 portait un tag poly-histidine à son extrémité 

N-terminale. Afin de vérifier si la position du tag pouvait avoir un effet sur la fuite bactérienne, une 

construction avec un tag poly-histidine à l’extrémité C-terminale de HxuA301 a été réalisée 

(pFHxuA301-C). Un essai de production est effectué en absence et en présence de HxuB (pCHxuB) 

(Figure 57). 
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Figure 57. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-6his (33 kDa) 
produit avec le vecteur pFHxuA301-C et, sans ou avec, le vecteur pCHxuB (induction avec 1mM IPTG). 1ier puits : marqueur 
de poids moléculaire. Pour HxuA301-6his produite seule (à gauche) et en présence de HxuB (à droite) ont été déposés sur le 
gel : le surnageant de culture (Ech) (15μl), le flow through (FT) (15μl) et les deux premières fractions d’élution (5μl). 

En produisant HxuA301-6his avec le vecteur pFHxuA301-C en l’absence de HxuB, HxuA301-6his est 

présente dans le surnageant de culture. Toutefois, la quantité de HxuA301-6his semble être 

inférieure à celle détectée en présence du partenaire HxuB. 

3.6.3. Effet de la concentration en IPTG 

Afin de réduire la quantité de protéine HxuA301-6his présente dans le surnageant de culture en 

absence de HxuB, des essais d’induction à différentes concentrations en IPTG allant de 0,001mM à 

1mM ont été réalisés. 

Que ce soit avec ou sans HxuB, seule l’induction à 0,001mM en IPTG permet d’obtenir des courbes de 

densités optiques proches de celles des cultures non induites. Pour les autres cultures, les densités 

optiques tendent à stagner voire à décroitre signe d’une lyse bactérienne. 

Les surnageants des cultures induites à 0,001mM ont été purifiés par chromatographie d’affinité et 

les résultats analysés sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE (Figure 58). 
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Figure 58. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-6his (33 kDa) 
produit avec le vecteur pFHxuA301-C et, sans ou avec, le vecteur pCHxuB (induction avec 0,001mM IPTG). 1ier puits : 
marqueur de poids moléculaire. Pour HxuA301-6his produite seule (à gauche) et en présence de HxuB (à droite) ont été 
déposés sur le gel : le surnageant de culture (Ech) (15μl), le flow through (FT) (15μl) et les deux premières fractions 
d’élution (5μl). 

La quantité de HxuA301-6his présente dans le surnageant de culture en absence de HxuB diminue 

comparativement à l’essai à 1mM (Figure 57). Afin d’améliorer ce résultat, deux autres essais ont été 

réalisés. Un premier où la concentration en IPTG a été réduite à 0,0001mM et un second où le temps 

d’induction a été réduit à deux heures. Dans les deux cas, les résultats obtenus sont similaires à celui 

obtenu pour une induction de trois heures avec 0,001mM d’IPTG (Figure 58). 

3.6.4. Effet du vecteur d’expression associé aux nouvelles conditions 

Comme indiqué précédemment, le vecteur d’expression pCOLADuet-1 semble permettre une 

production en protéine moins rapide ou moins intense dans le cas de la production de la protéine 

HxuB. Nous avons voulu déterminer si, avec les nouvelles conditions de production de la protéine 

HxuA301-6his, le vecteur pCOLADuet-1 pouvait être bénéfique. Par conséquent, deux constructions 

ont été réalisées, l’une avec et l’autre sans le partenaire HxuB : pCHxuA301-C et pCHxuA301-C-HxuB. 

Les cultures réalisées avec ces constructions ont été induites trois heures avec 0,001mM d’IPTG. Les 

densités optiques sont mesurées pour les cultures induites et les cultures contrôles non induites 

(Figure 59). Les résultats de purification sont analysés sur gel d’électrophorèse (Figure 60). 
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Figure 59. Courbes de densité optique (λ=600nm) des cultures de production de HxuA301-6his en absence (à gauche, 
pCHxuA301-C) ou présence de HxuB (à droite, pCHxuA301-C-HxuB). Les densités optiques ont été mesurées pour les cultures 
non induites (NI) et induites avec 0,001mM d’IPTG à différents temps. 

 

Figure 60. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-6his (33 kDa) 
produit sans ou avec HxuB (induction avec 0,001mM IPTG). 1ier puits : marqueur de poids moléculaire. Pour HxuA301-6his 
produite seule (à gauche) et en présence de HxuB (à droite) ont été déposés sur le gel : le surnageant de culture (Ech) 
(15μl), le flow through (FT) (15μl) et les deux premières fractions d’élution (5μl). 

Que ce soit avec ou sans le partenaire HxuB, les courbes de croissance des cultures induites sont très 

proches de celles des cultures contrôles non induites. De plus, au regard du gel d’électrophorèse, on 

constate que sans le partenaire HxuB une infime quantité de HxuA301-6his est présente dans le 

surnageant de culture comparativement à la quantité retrouvée dans le surnageant de culture 

obtenu en présence de HxuB.  

Nous sommes donc parvenus à mettre au point un protocole de production de la protéine HxuA301-

6his avec lequel une étude fonctionnelle peut être engagée. 

3.7. Croisements entre systèmes TPS 

Pour rappel, c’est sur base d’un essai de sécrétion de la protéine HWM1A373 par HxuB, que le 

problème de fuite des protéines TpsA HxuA301 et HMW1A373 en absence de TpsB a été décelé 

(Figure 48 et Figure 49). Suite à la mise au point d’un système fonctionnel pour HxuA301-6his et 
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HxuB décrite ci-dessus, la construction pCHmw1A373-C a été réalisée et testée en production (Figure 

61). 

 

Figure 61. Gel d’électrophorèse (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HMW1A373-6his (39,9 
kDa). (A) Production avec le vecteur pFHmw1A373-N et induite avec 1mM IPTG (B) Production avec le vecteur pCHmw1A373-C 
et induite avec 0,001mM IPTG. (A-B) 1ier puits : marqueur de poids moléculaire ; 2ième puits ; surnageant de culture (Ech) 
(15μl) ; 3ième puits : flow through (FT) (15μl) ; deux derniers puits : les deux premières fractions d’élution (5μl). 

Une nette diminution de la présence de HMW1A373-6his dans le surnageant de culture est constatée 

avec ce nouveau vecteur et une concentration en IPTG ajustée à 0,001mM. Une construction en 

pCOLADuet-1 comprenant un partenaire TpsB en plus de HMW1A373-6his permettra de réaliser des 

essais fonctionnels. 
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1. La protéine HxuA 

La structure de la protéine HxuA301 produite en présence de son partenaire HxuB a été résolue. Il 

s’agit d’une hélice-β parallèle main droite. Il s’est avéré que la protéine HxuA301 pouvait également 

être produite dans le surnageant de culture en l’absence de son partenaire HxuB (HxuA301-noB). La 

caractérisation structurale de HxuA-noB révèle une structure tridimensionnelle identique à celle de 

HxuA301 produite en présence de son partenaire. La présence de HxuA301-noB dans le surnageant 

de culture est due à une lyse bactérienne. Par conséquent, le repliement de HxuA301-noB n’a pas été 

assisté. Cette observation est une première au sein des systèmes TPS qui démontre que le partenaire 

HxuB n’est pas nécessaire au repliement du domaine TPS de HxuA et que les évènements de 

sécrétion et de repliement de la protéine TpsA se réalisent de manière indépendante. 

De plus, ce repliement autonome de HxuA301 appuie l’hypothèse selon laquelle le repliement du 

domaine TPS initie le repliement du reste de la protéine, aussi appelée hypothèse du scaffold. Cette 

hypothèse est en accord avec les observations réalisées sur HpmA. En effet, une forme inactivée par 

ultrasonication de la protéine HpmA entière est rendue active, et par conséquent repliée, lorsqu’elle 

est mise en présence de la version tronquée et repliée de HpmA (HpmA265) (Weaver et al., 2009) 

Historiquement, le premier modèle qui tient compte de l’hypothèse du scaffold fût proposé en 2004 

dans la publication de la structure cristallographique du domaine TPS de FHA, Fha30 (Clantin et al., 

2004). Ce modèle a été construit sachant que la protéine TpsA traverse la membrane externe en 

conformation étendue et se replie à la surface bactérienne (Guédin et al., 1998; Hodak et al., 2006). 

Ce modèle linéaire est représenté à la figure 62. Notons qu’en 2004, la topologie de FhaC n’était pas 

établie expliquant l’absence de la modélisation des domaines POTRA. 
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Figure 62. Modèle linéaire de la sécrétion de FHA par FhaC (2004). De gauche à droite, le domaine TPS de FHA initie la 
translocation. Le domaine TPS émerge le premier à la surface bactérienne et initie le repliement progressif de FHA à la 
surface bactérienne (scaffold). La protéine est ensuite relâchée dans le milieu extracellulaire. ME, membrane externe ; P, 
périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale. 

En 2006, J. Mazar et P.A. Cotter proposent un autre modèle de sécrétion, le modèle en hairpin 

(Mazar and Cotter, 2006). En effet, leurs résultats montrent que l’extrémité N-terminale de FHA n’est 

détectable dans le milieu extracellulaire que lorsque la protéine FHA est relâchée de la surface 

bactérienne tandis que l’extrémité C-terminale est détectée au cours de la sécrétion. Selon ce 

modèle, l’extrémité N-terminale de FHA interagit avec le domaine POTRA de FhaC (la présence du 

second domaine POTRA de FhaC n’était pas encore établie). Cette interaction initie la sécrétion par la 

formation d’une hairpin dans le canal de FhaC permettant le repliement progressif de FHA à la 

surface bactérienne. Une fois l’extrémité C-terminale repliée, l’extrémité N-terminale est relâchée et 

à son tour repliée (Figure 63-A).  

En 2007, la structure de HMW1A-PP est résolue (Yeo et al., 2007). En plus de la structure de cette 

protéine, l’article présente un alignement de séquences basé sur les structures de Fha30 et HMW1A-

PP qui met en évidence la subdivision en deux sous-familles des systèmes TPS. Des modèles de 

mécanisme de sécrétion distincts ont été proposés pour chacune des deux sous-familles (Figure 63) 

(Mazar and Cotter, 2007). En effet, dans le cas de la protéine HMW1A, le domaine N-terminal du 

TpsA, HMW1A-PP, est naturellement clivé du reste de la protéine en cours de sécrétion et relâché 

dans le milieu extracellulaire. La protéine mature est maintenue dans le pore de HMW1B par son 

extrémité C-terminale comprenant un pont disulfure (Figure 25) (Buscher et al., 2006; St Geme and 

Yeo, 2009). Dans la même sous-famille, la protéine HxuA est maintenue de la même manière dans le 

pore de HxuB (Wong et al., 1995; Fournier et al., 2011). Le modèle linéaire est donc plus probable 

pour cette sous-famille. 
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Figure 63. (A) Modèle en hairpin de la sécrétion de FHA par FhaC. De gauche à droite, le domaine TPS de FHA interagit 
avec le domaine POTRA de FhaC. Le domaine TPS est maintenu de la sorte jusqu’à la fin de la translocation. FHA traverse le 
canal en hairpin et son repliement s’initie à la surface bactérienne. Une fois l’extrémité C-terminale repliée, la partie N-
terminale de FHA traverse à son tour le pore et se replie relâchant la protéine FHA mature dans le milieu extracellulaire. (B) 
Modèle de sécrétion de HMW1A par HMW1B. De gauche à droite, le domaine TPS compris dans la propiece de HMW1A 
(HMW1A-PP) interagit avec le domaine POTRA de HMW1B. L’extrémité N-terminale de HMW1A (HMW1A-PP) émerge la 
première à la surface bactérienne et initie le repliement progressif du TpsA. En cours de sécrétion, HMW1A-PP est clivée du 
reste de la protéine et relâchée dans le milieu extracellulaire. La protéine HMW1A mature reste ancrée dans le pore de 
HMW1B par son extrémité C-terminale comportant un pont disulfure. ME, membrane externe ; P, périplasme ; N, extrémité 
N-terminale ; C, extrémité C-terminale ; S-S, pont disulfure. (Mazar and Cotter, 2007) 

J. Mazar et P.A. Cotter préconisaient le modèle linéaire pour la sous-famille HMW1A/HMW1B et le 

modèle en hairpin pour la sous-famille FHA/FhaC. Toutefois ce modèle en hairpin n’est pas en accord 

avec les mesures en temps réel de RPS (résonance plasmonique de surface) qui montrent que le taux 

d’association et de dissociation entre le domaine TPS de FHA et la partie N-terminale de FhaC semble 

être très rapide (Delattre et al., 2011). L’interaction entre le domaine TPS et les domaines POTRA est 

donc très dynamique et transitoire rendant peu probable que cette interaction soit maintenue tout 

au long de la sécrétion. De plus, avec ce modèle la partie du TpsA située entre la sortie du pore et la 
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zone de repliement le long de l’hélice β en formation est sous forme étirée dans le milieu 

extracellulaire ce qui la rendrait vulnérable face aux protéases. Enfin, la question reste entière en ce 

qui concerne la manière dont l’extrémité N-terminale est relâchée une fois l’extrémité C-terminale 

repliée. 

Le motif extra-hélice β7*/β8*, pourtant conservé et essentiel à la sécrétion au sein de la sous-famille 

FHA (Hodak et al., 2006), est absent au sein de la sous-famille de HMW1A constituant une différence 

majeure entre ces sous-familles. La fonction de ce motif n’est pas connue mais pourrait aider au 

maintien de l’interaction entre l’extrémité N-terminale de FHA et FhaC au cours de la sécrétion. Cette 

hypothèse pourrait expliquer que l’extrémité N-terminale de FHA ne soit pas détectée en cours de 

sécrétion (Mazar and Cotter, 2006). 

Malgré une faible identité de séquence, les quatre domaines TPS de structure connue présentent 

une hélice-β conservée d’un point de vue structural. Le motif extra-hélice à quatre brins-β 

antiparallèles (sauf pour HMW1A-PP où le premier brin-β est remplacé par une hélice-α) apparait 

également dans chacune des structures. Lorsque ce motif est muté chez FHA, cela affecte les 

propriétés de sécrétion du système FHA/FhaC (Hodak et al., 2006). Ces données ajoutées à la 

présence systématique de ce motif dans les structures de domaines TPS suggèrent un rôle dans le 

mécanisme de sécrétion des systèmes TPS. 

Enfin, nous proposons un nouveau mécanisme de sécrétion pour la sous-famille FHA/FhaC qui a 

l’avantage d’être en accord avec l’hypothèse du scaffold (repliement progressif), avec les 

observations de J. Mazar et P.A. Cotter et avec les données de F. Jacob-Dubuisson concernant 

l’aspect transitoire de l’interaction entre le domaine TPS et les domaines POTRA. Ce modèle tient 

également compte du motif β7*/β8* essentiel qui pourrait interagir avec les boucles extracellulaires 

du tonneau-β au cours de la sécrétion. Une fois l’extrémité C-terminale de la protéine TpsA repliée, la 

protéine TpsA pourrait être relarguée suite à un changement de conformation de la boucle L6. Ce 

modèle ne résout par contre pas la problématique du risque de protéolyse de la protéine TpsA dont 

une portion est dépliée dans le milieu externe (Figure 64-A). Le modèle pour la sous-famille 

HMW1A/HMW1B reste celui du modèle linéaire avec ou sans un ancrage dans le pore par l’extrémité 

C-terminale (Figure 64-B). 
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Figure 64. Modèles de mécanismes sécrétion pour les deux sous-familles de système TPS. (A) De gauche à droite, le 
domaine TPS du TpsA initie la translocation. Le domaine TPS émerge le premier à la surface bactérienne et initie le 
repliement progressif du TpsA (scaffold). Le TpsA est maintenue à proximité du pore par l’interaction entre le motif 
β7*/β8* et des boucles extracellulaires du TpsB. La protéine est relâchée dans le milieu extracellulaire suite à la sortie de 
l’extrémité C-terminale et au changement de conformation de la boucle L6. (B) De gauche à droite, le domaine TPS du TpsA 
initie la translocation. Le domaine TPS émerge le premier à la surface bactérienne et initie le repliement progressif du TpsA 
à la surface bactérienne (scaffold). La protéine est ensuite relâchée dans le milieu extracellulaire (1) ou maintenue ancrée 
dans le pore par l’extrémité C-terminale (2). ME, membrane externe ; P, périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, 
extrémité C-terminale ; S-S, pont disulfure. 

2. La protéine HxuB 

La protéine HxuB a pu être produite en membrane externe, extraite en détergent et purifiée. Les 

cristaux de HxuB sont difficiles à obtenir. En effet, les temps d’incubation avant l’apparition de 

cristaux sont longs et la reproductibilité est faible ce qui nécessite de réaliser de nombreux essais de 

cristallogenèse. Toutefois, préalablement à ma thèse, un jeu de données à 4 Å a pu être collecté pour 

la protéine HxuB sauvage. Afin de résoudre le problème des phases, la technique du remplacement 

moléculaire a été appliquée en utilisant pour modèle la structure de l’unique TpsB connu, FhaC, mais 

cela n’a pas fonctionné. 
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Comme le suggèrent les résultats de microscopie électronique, la protéine HxuB se présente 

majoritairement sous une forme dimérique et de manière minoritaire sous une forme tétramérique. 

Cette oligomérisation d’une protéine TpsB n’est toutefois pas un cas unique. Des expériences de 

microscopie électronique sur la protéine HMW1B suggèrent que sa structure quaternaire pourrait 

également être dimérique (Li et al., 2007) voire tétramérique (Surana et al., 2004). 

Différents facteurs peuvent expliquer l’échec du remplacement moléculaire tels que la déformation 

du tonneau-β due à sa malléabilité, la faible résolution du jeu de données (4 Å) ou la possibilité que 

les orientations des domaines POTRA entre eux et par rapport au tonneau-β diffèrent de celles de 

FhaC. 

Au début de ma thèse, la structure de FhaC était la seule structure connue au sein de la superfamille 

BamA/TpsB. Par conséquent, afin de résoudre le problème des phases de HxuB, l’utilisation de 

métaux lourds intégrés dans des cristaux de HxuB soit par co-cristallisation soit par trempage a été 

entreprise. Les essais de cristallogenèse n’ont pas permis d’obtenir des cristaux diffractant à une 

résolution supérieure à 8 Å. 

3. Les structures de BamA et de TamA 

A la fin de ma thèse les structures cristallographiques de BamA et TamA ont été publiées coup sur 

coup (Noinaj et al., 2013; Gruss et al., 2013). 

Les structures de BamA de deux organismes ont été résolues : BamA entière de Neisseria 

gonorrhoeae (NgBamA) à 3,2 Å de résolution (Figure 65-A) et BamA délétée de ses trois premiers 

domaines POTRA de Haemophilus ducreyi (HdBamAΔ3) à 2,9 Å de résolution (Noinaj et al., 2013). La 

structure de TamA entière d’Escherichia coli a été résolue à 2,25 Å de résolution et la structure des 

trois domaines POTRA de cette protéine a également été résolue séparément à 1,9 Å de résolution 

(Figure 66-A). Dans les deux structures, les domaines POTRA de TamA adoptent la même 

organisation spatiale (Gruss et al., 2013). 

La conformation de la boucle L6 au sein des structures de BamA et TamA apparait bien définie alors 

qu’elle n’a pu être tracée précisement à l’heure actuelle dans le cas de FhaC. Cette boucle contient 

dans les trois protéines la tétrade conservée VRGY/F.  Chez BamA et TamA, l‘arginine de la tétrade 

est en interaction avec l’aspartate du motif conservé récemment mis en évidence G/FxDxG du brin 

β13 de BamA (où x est un résidu hydrophobe). 

Une autre grande différence conformationnelle se situe à l’interaction entre les brins β1 et β16 qui 

ferment le tonneau-β. Dans le cas de FhaC et de HdBamAΔ3, ces deux brins sont liés par six et huit 
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ponts hydrogène respectivement. Alors que seuls deux et trois ponts hydrogène relient ces brins 

dans les structures de NgBamA et de TamA respectivement. Cela induit une modification du shear 

number du tonneau impliquant l’élargissement du canal et la diminution de l’épaisseur du tonneau 

qui entrainent une perturbation de la membrane externe la rendant localement plus perméable. 

 

Figure 65. (A) Structure de la protéine BamA du complexe BAM. Représentation en ruban de la structure 
cristallographique de NgBamA montrant le tonneau-β (en jaune) et les domaines POTRA 1 à 5 (en bleu ciel, rouge, vert, 
violet et bleu foncé respectivement). (B) Résumé des changements conformationels supposés de BamA basé sur les 
analyses structurales et in silico. A gauche (POTRA gate), le changement de conformation des domaines POTRA ouvrant 
l’accès au tonneau-β. Au centre (Loop 6 switch), le changement de conformation de la boucle L6 depuis son état de repos 
(observé dans les structures de BamA) vers son état activé supposé (observé dans la structure de FhaC). A droite (lateral 
gate), l’ouverture latérale du tonneau-β. (Noinaj et al., 2013) 

Le mécanisme proposé pour la protéine BamA tient compte du changement conformationnel 

supposé de la boucle L6, le changement de conformation des domaines POTRA et l’ouverture du 

tonneau de BamA au niveau des brins β1 et β16 (Figure 65-B). L’ensemble de ces mouvements 

permettrait le passage des nouvelles OMP vers la zone perturbée de la membrane externe soit 

directement, soit via le tonneau de BamA. Les OMP interagiraient avec les brins β1 et β16 par β-

augmentation pour initier leur repliement en tonneau-β (Noinaj et al., 2013). 
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Figure 66. (A) Représentation en ruban de la structure cristallographique de TamA d’Escherichia coli. Le tonneau-β (en 
bleu) et les domaines POTRA 1 à 3 (en jaune, orange et rouge respectivement) sont représentés. (B) Mécanisme proposé 
pour l’assemblage du substrat de TamA via la formation d’un tonneau hybride. Une protéine chaperonne (en marron) 
amène un autotransporteur déplié (en rose clair) à TamA (en bleu) qui est en conformation fermée grâce à L6 (en magenta). 
L’autotransporteur interagit avec les domaines POTRA (en jaune, orange et rouge). Un tonneau hybride est formé par β-
complémentation suite à l’insertion de brins-β du substrat dans l’ouverture β1-β16 du tonneau de TamA. L’augmentation 
du diamètre du canal permet alors au domaine passager de le traverser. Une fois le domaine passager à la surface 
bactérienne, les tonneaux-β de TamA et de l’autotransporteur se séparent. (Gruss et al., 2013) 

Le mécanisme proposé pour TamA et l’insertion des autotransporteurs en membrane externe 

implique également une ouverture du tonneau après interaction avec le substrat. Ce dernier va 

s’insérer progressivement dans la membrane par β-complémentation avec le tonneau-β de TamA. 

Cela induit la formation d’un tonneau hybride par l’intermédiaire duquel a lieu la translocation du 

domaine passager de l’autotransporteur. Une fois le domaine passager à la surface bactérienne, le 

tonneau hybride se scinde (Figure 66-B) (Gruss et al., 2013). 

L’étude des systèmes TPS et plus particulièrement des protéines TpsB est également d’un intérêt 

pour l’étude des protéines de la superfamille BamA/TpsB. Outre la présence de domaines POTRA et 

d’un tonneau-β à 16 brins avec des motifs conservés, ces protéines montrent de plus en plus de 

points communs d’un point de vue fonctionnel. Par exemple, les mutations appliquées à l’arginine ou 

à l’aspartate au sein des motifs conservés VRGY/F de la boucle L6 et G/FxDxG du brin β13, entrainent 

d’une part la perte des propriétés de sécrétion du système FHA/FhaC et d’autre part la perte des 

propriétés d’insertion en membrane externe des OMP par le complexe BAM (Delattre et al., 2010; 

Leonard-Rivera and Misra, 2012; Dwyer et al., 2013, données non publiées). Par conséquent, la 

poursuite de la recherche sur les systèmes TPS est fondamentale pour la compréhension de systèmes 

plus complexes comprenant les protéines BamA, TamA, Sam50 et Toc75 de la superfamille 

BamA/TpsB. 
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Notons que les structures de BamA et TamA ont également été utilisées comme modèles pour le 

remplacement moléculaire de HxuB sans plus de succès. 

4. Perspectives 

Un des objectifs de ma thèse était de réaliser l’étude fonctionnelle du système HxuA/HxuB. Le 

phénomène de lyse bactérienne lors de la production de HxuA en présence de HxuB en a retardé 

l’étude. Mais l’ajustement de divers paramètres du protocole nous a permis de réduire fortement 

l’effet de lyse bactérienne et nous permet maintenant de nous consacrer à l’étude fonctionnelle du 

système HxuA/HxuB. 

Afin de mettre à l’épreuve ce système, nous allons tester les effets de mutations sur des résidus 

conservés au sein de la superfamille BamA/TpsB. Nous avons choisi ces mutants car ils ont un effet 

drastique sur la sécrétion de FHA par FhaC et sur le repliement et la fonction de BamA. Les motifs 

visés sont la tétrade conservée VRGY/F au sein de la boucle L6 où le résidu R433 de HxuB sera muté 

et le motif conservé G/FxDxG du brin β13 de FhaC où le résidu D471 de HxuB sera muté. Si ces 

mutations affectent fortement la sécrétion de HxuA par HxuB, cela validera notre protocole. Une 

étude fonctionnelle plus fine du système HxuA/HxuB pourra alors être entreprise. 

 

La cristallogenèse des protéines BamA et TamA a été réalisée avec des bicelles. Les bicelles sont 

formées par un mélange de détergents et de lipides formant des disques de bicouches lipidiques. Ces 

disques lipidiques ont pour avantage par rapport au détergent seul de mieux mimer la bicouche 

membranaire. C’est en passant par cette technique que les structures de BamA et TamA ont pu être 

résolues. Nous allons donc appliquer cette technique à HxuB et tirer profit de l’optimisation de la 

production, de l’extraction et de la purification de la protéine HxuB effectuée au cours de ma thèse. 

Une autre perspective intéressante serait de persévérer dans l’étude structurale du complexe bloqué 

de FHA/FhaC et d’initier cette étude pour le complexe bloqué de HxuA/HxuB. Le principe du 

complexe bloqué est de fusionner une protéine périplasmique, BugE, à l’extrémité C-terminale du 

TpsA. BugE est une protéine périplasmique globulaire de Bordetella pertussis dont la structure a été 

résolue par notre équipe. Avec ce système, le TpsA initie sa translocation et son repliement à la 

surface bactérienne mais reste bloqué dans le pore dû à la présence de la protéine BugE (Figure 67). 

L’intérêt majeur de cette étude serait de nous permettre de valider ou d’invalider les différents 

modèles de sécrétion pour les deux sous-familles TpsA/TpsB. Cette étude permettrait également de 

savoir quelle partie de la protéine TpsA interagit avec les domaines POTRA en cours de sécrétion, de 

Thèse de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

92 
 

connaitre la conformation de L6 et la localisation de l’hélice H1 ainsi que de savoir s’il y a des 

interactions avec les boucles extracellulaires du TpsB. 

 

Figure 67. Principe du complexe bloqué et effet attendu en fonction du modèle de sécrétion. Dans les deux cas, le 
domaine TPS de la protéine TpsA initie la translocation. Dans le cas du modèle linéaire, le domaine TPS émerge le premier à 
la surface bactérienne et initie le repliement progressif du TpsA à la surface bactérienne. La progression du repliement est 
arrêtée par la présence de la protéine périplasmique BugE créant le complexe bloqué. Dans le cas du modèle en hairpin, 
l’interaction entre le domaine TPS et les domaines POTRA est maintenue. La protéine TpsA traverse le canal en formant une 
hairpin et son repliement s’initie à la surface bactérienne jusqu’à ce que la protéine périplasmique BugE bloque le système. 
ME, membrane externe ; P, périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale. 
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1. Clonages 

Le gène hxuA a été obtenu par PCR sur l’ADN génomique de la souche Haemophilus influenzae KW20 

utilisant la polymérase HiFi (Expand High Fidelity PCR System, Roche). Le fragment a été amplifié avec 

l’amorce 5’ HxuA 7his XhoI et l’amorce 3’ HxuA301 BglII (Table 3). Le produit PCR est purifié par la 

technique d’extraction sur gel d’agarose (MinElute Gel Extraction Kit, Qiagen). Les fragments purifiés 

sont digérés avec les enzymes de restriction XhoI et BglII (Fermentas). La même réaction de 

restriction est réalisée sur le vecteur d’expression pFLAG-CTS (Sigma-Aldrich) utilisé pour l’expression 

périplasmique de protéine chez Escherichia coli (Figure 68).  

 

Figure 68.  Carte du plasmide pFLAG-CTS (Sigma-Aldrich). Le promoteur fort Tac (pTac) est un hybride entre les 
promoteurs trp et lac d’Escherichia coli (de Boer et al., 1983). Le contrôle de la transcription est régulé par le système 
répresseur lac (lacI, protéine de répression). RBS, Ribosome Binding Site ; ATG, codon start ; OmpA, peptide signal pour la 
sécrétion de protéine vers le périplasme ; MCS, Multiple Cloning Site pour l’insertion de séquences codantes dans le 
vecteur ; FLAG, octapeptide pour la liaison d’anticorps anti-FLAG (non utilisé dans nos constructions par ajout d’un codon 
stop en amont) ; STOP, codon stop ; T1T2, terminateur transcriptionnel; ampR, gène de résistance à l’ampicilline ; pBR322 
origin, origine de réplication double-brin ; f1 origin, origine de réplication simple-brin du brin positif. 

La séquence codante de HxuA est mise en phase avec la séquence codante du peptide signal de la 

protéine OmpA comprise dans le vecteur. La réaction de ligation est effectuée grâce au kit de ligation 

Fast Link DNA (Epicentre). La construction encodée dans le vecteur d’expression comprend le peptide 

signal de la protéine OmpA (OmpAps), un tag poly-histidine (Histag) à l’extrémité N-terminale des 301 

premiers résidus de HxuA (HxuA1-301 ou HxuA301). La construction renommée pFHxuA301-N (Table 4) a 

été vérifiée par séquençage. 

La construction du vecteur pFHxuA373-N est réalisée de la même manière que pour le vecteur 

pFHxuA301-N mais en utilisant les amorces 5’ HxuA 7his XhoI et 3’ HxuA373 BglII. 
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La construction pFHxuA301-C est identique à celle de pFHxuA301-N si ce n’est que le tag poly-histidine 

est placé à l’extrémité C-terminale de HxuA301. Le protocole est le même que pour pFHxuA301-N mais 

les amorces utilisées sont : 5’ HxuA XhoI et 3’ HxuA301-6his BglII. 

Le gène hxuB a été obtenu par PCR sur l’ADN génomique de la souche Haemophilus influenzae KW20. 

Le protocole est le même qu’exposé précédemment. Le fragment a été amplifié avec les amorces 5’ 

HxuB XhoI et 3’ HxuB BglII. La construction pFHxuB comprend le peptide signal de la protéine OmpA 

(OmpAps) et HxuB. 

Le protocole de clonage de pFHxuBHis tag est le même que pour pFHxuB mais en utilisant l’amorce 

amont 5’ HxuB-6his XhoI. La construction encodée dans le vecteur d’expression comprend le peptide 

signal d’OmpA (OmpAps), un tag poly-histidine (Histag) à l’extrémité N-terminale de HxuB. 

Les constructions pCHxuB et pCHxuBHis tag ont été réalisées de la façon suivante. Respectivement, les 

séquences codantes pour OmpAps-HxuB et OmpAps-HxuB-Histag sont sorties des vecteurs pFHxuB et 

pFHxuBHis tag par restriction enzymatique avec NdeI et BglII. En parallèle, le vecteur d’expression 

pCOLADuet-1 (Novagen) est restreint de la même manière. Après ligation, les constructions en 

pCOLADuet-1 (pC) comprennent le peptide signal de la protéine OmpA (OmpAps), dans le second cas 

un tag poly-histidine (Histag) suivi de la séquence codante de HxuB, soit les vecteurs pCHxuB et 

pCHxuBHis tag. 

Le vecteur d’expression pCOLADuet-1 (Novagen) est conçu pour la coexpression de deux gènes 

cibles. Le vecteur comprend deux sites de clonage précédé chacun d’un promoteur T7 (Figure 69). 
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Figure 69. Carte du plasmide pCOLADuet-1 (Novagen). Ce plasmide permet la coexpression de deux gènes cibles. Les sites 
de clonage (MCS1 et MCS2) sont précédés chacun d’un promoteur T7, d’un opérateur lac et d’un site RBS (Ribosome 
Binding Site) (T7lac). Le contrôle de la transcription est régulé par le système répresseur lac (lacI, protéine de répression). 
MCS, Multiple Cloning Site pour l’insertion de séquences codantes dans le vecteur ; KanR, gène de résistance à la 
kanamycine ; ColA ori, origine de réplication ColA (Zverev and Khmel, 1985). 

Dans nos constructions, HxuB a été inséré dans le deuxième site de clonage. Le premier site de 

clonage sera utilisé pour exprimer les protéines TpsA telles que HxuA ou HMW1A dans le cas de 

croisement de systèmes. 

Le vecteur pCHxuA301-N-HxuBHis tag a été obtenu comme suit. Une PCR a été effectuée sur le vecteur 

pFHxuA301-N avec les amorces amont 5’ HxuA NcoI et aval 3’ HxuA301 NotI. Le produit PCR est inséré 

dans le plasmide pCHxuBHis tag par restriction enzymatique (NcoI et NotI) et ligation. 

Les vecteurs d’expression pCHxuA301-C-HxuB et pCHxuA301-C-HxuBHis tag ont été construits comme suit. 

La séquence codante OmpAps-HxuA1-301-Histag est amplifiée par PCR avec les amorces amont 5’ HxuA 

NcoI et aval 3’ HxuA301-6his NotI. Elle est insérée par restriction et ligation dans les vecteurs 

d’expression pCHxuB et pCHxuBHis tag. On obtient dans le premier site de clonage OmpAps-HxuA1-301-

Histag et dans le second site de clonage OmpAps-HxuB ou OmpAps-HxuB-Histag. 

Le vecteur pCHxuA301-C a été obtenu à partir du vecteur pCHxuA301-C-HxuB. La séquence codant pour 

OmpAps-HxuB est extraite du vecteur pCHxuA301-C-HxuB par restriction enzymatique utilisant les 

enzymes NdeI et BglII. Le vecteur ainsi linéarisé est purifié par la technique d’extraction sur gel 

d’agarose. Les extrémités restreintes du vecteur sont rendues franches par addition de dNTP de la T4 

DNA polymerase (New England BioLabs). Après purification du vecteur, une réaction de ligation 

permet l’obtention de pCHxuA301-C. 
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Pour construire le plasmide pFHmw1A373-N, un gène synthétique a été utilisé. Ce gène est bordé par 

les sites de restriction XhoI en amont et BglII en aval et comprend un tag poly-histidine suivi des 373 

premiers résidus de la protéine HMW1A de Haemophilus influenzae (Histag-Hwm1A1-373). Le gène 

synthétique est injecté dans le vecteur pFLAG-CTS. La construction obtenue comprend le peptide 

signal de la protéine OmpA suivi d’un tag poly-histidine et de Hmw1A1-373. 

Le vecteur pFHmw1A373-C a été obtenu à partir du vecteur pFHmw1A373-N. La séquence codante de 

Hmw1A1-373 est amplifiée par PCR avec les amorces amont 5’ Hmw1A XhoI et aval 3’ Hmw1A373-6his 

BglII. Elle est insérée par restriction et ligation dans les vecteurs d’expression pFLAG-CTS. 

Le vecteur pCHmw1A373-C a été obtenu à partir du vecteur pFHmw1A373-C. La séquence codante 

OmpAps-Hmw1A1-373-Histag est extraite du vecteur pFHmw1A373-C par restriction enzymatique utilisant 

les enzymes NdeI et BglII et est insérée dans le vecteur pCOLADuet-1 préalablement linéarisé avec les 

mêmes enzymes de restriction. 

Table 3. Liste des amorces. Les sites de restriction sont en gras et les tags poly-histidine sont soulignés. 

Nom de l’amorce  

5’ HxuA 7his XhoI 5’ GCG CAA GCT TCT CGA GAA CAC CAC CAC CAC CAC CAC CAC 
CGG GAT TTG CCA CAA GGT AGC AGT GTA GTT 3’ 

3’ HxuA301 BglII 5’ GAC AGA TCT TTA ACC ATT GAT ATT AAC GCT TTT GCC TGT AAA 
3’ 

3’ HxuA373 BglII 5’ GAC AGA TCT TTA AAC GTC CTT TCC TTT AAG ATT CAC TTT TCC 
3’ 

5’ HxuA XhoI 5’ GCG CAA GCT TCT CGA GAA CGG GAT TTG CCA CAA GGT AGC 
AGT GTA GTT 3’ 

3’ HxuA301-6his BglII 5’ GAC AGA TCT TTA ATG GTG ATG GTG ATG GTG ACC ATT GAT 
ATT AAC GCT TTT GCC 3’ 

5’ HxuB XhoI 5’ CCG CTC GAG AAT TAG ATC GGC CAG ATA CTG GA 3’ 
3’ HxuB BglII 5’GGA AGA TCT TTA GAA AGT TTT AAT CAT AGA 3’ 

5’ HxuB-6his XhoI 5’ GCG CAA GCT TCT CGA GAA CAC CAC CAC CAC CAC CAC TTA 
GAT CGG CCA GAT ACT GGA 3’ 

5’ HxuA NcoI 5’ TAT ACC ATG GGC ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT GCA 
GTG 3’ 

3’ HxuA301-6his NotI 5’ TTA TGC GGC CGC TTA ATG GTG ATG GTG ATG GTG ACC ATT 
GAT ATT AAC GCT TTT 3’ 

3’ HxuA301 NotI 5’ TTA TGC GGC CGC TTA TTG TTC AGT TTC TAA CTC TCC AAC ACT 
CAC 3’ 

5’ Hmw1A XhoI 5’ GAT CTC TCG AGA AAG CGG TCT GCA GGG TAT GGA T 3’ 

3’ Hmw1A373-6his BglII 5’ GGA AGA TCT TCA GTG ATG GTG ATG GTG GTG ATC CAG CAG 
CCA TTC TTT CGC 3’ 
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Table 4. Liste des vecteurs d’expression 

Nom du vecteur  
pFHxuA301-N pFlag-CTS-Histag-HxuA1-301 
pFHxuA373-N pFlag-CTS-Histag-HxuA1-373 
pFHxuA301-C pFlag-CTS-HxuA1-301-Histag 
pFHxuB pFlag-CTS-HxuB 
pFHxuBHis tag pFlag-CTS-Histag-HxuB 
pCHxuB pCOLADuet-1-OmpAps-HxuB 
pCHxuBHis tag pCOLADuet-1-OmpAps-HxuB-Histag 
pCHxuA301-N-HxuBHis tag pCOLADuet-1-OmpAps- Histag-HxuA1-301- OmpAps-HxuB-Histag- 
pCHxuA301-C-HxuB pCOLADuet-1-OmpAps-HxuA1-301-Histag-OmpAps-HxuB 
pCHxuA301-C-HxuBHis tag pCOLADuet-1-OmpAps-HxuA1-301-Histag-OmpAps-HxuB-Histag 
pCHxuA301-C pCOLADuet-1-OmpAps-HxuA1-301-Histag 
pFHmw1A373-N pFlag-CTS-Histag-Hmw1A1-373 
pFHmw1A373-C pFlag-CTS-Hmw1A1-373-Histag 
pCHmw1A373-C pCOLADuet-1-OmpAps-Hmw1A1-373-Histag 

 

2. Production de protéines 

Les vecteurs d’expression sont transformés dans la souche électrocompétente d’Escherichia coli 

BL21(DE3)omp5 : F¯, ompT hsdSB (rB¯ mB¯) gal dcm (DE3) ΔlamB ompR (Prilipov et al., 1998). Les 

souches BL21 sont notamment déficientes en protéase de membrane externe OmpT protéolysant les 

protéines extracellulaires. Le gène de l’ARN polymérase T7 de la souche BL21(DE3) est sous le 

contrôle d’un promoteur lac mutant (lacUV5) plus fort que le promoteur lac sauvage. La souche 

BL21(DE3)omp5 est en plus déficiente pour la porine LamB et pour le régulateur de transcription des 

porines OmpC et OmpF, OmpR (Taylor et al., 1981). La souche BL21(DE3)omp5 est la souche utilisée 

par défaut sauf indication contraire mentionnant les souches BL21(DE3)1 ou UT56002. La 

surexpression du ou des gènes cibles est réalisée dans du milieu Luria Bertani (LB) à 37°C avec, selon 

les cas, 100μg/ml d’ampicilline et/ou 25μg/ml de kanamycine. Pour la surproduction de HxuB, 0,5% 

de D-(+)-glucose est ajouté au milieu de culture. La culture est induite lorsque la densité optique à 

600nm (DO600nm), atteint une valeur comprise entre 0,6 et 0,8. L’induction est obtenue par l’ajout 

d’IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside). La concentration d’IPTG utilisée est, sauf mention 

contraire, de 1mM pour la production de TpsA et de 1μM pour la production de HxuB (en vecteur 

d’expression pFLAG-CTS). Après 3 heures d’induction pour les TpsA et 4 heures pour HxuB, les 

cultures sont centrifugées à 4700g pendant 1 heure à 4°C. 

                                                           
1 BL21(DE3), souche d’E. coli de génotype : fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdSλ DE3 = λ sBamHIo ∆EcoRI-
B int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ∆nin5 
2 UT5600, souche d’E. coli de type K12 de génotype : F- ara-14 leuB6 secA6 lacY1 proC14 tsx-67 Δ(ompT-
fepC)266 entA403 trpE38 rfbD1 rpsL109 xyl-5 mtl-1 thi-1 
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Dans le cas de HxuB, les culots bactériens sont lavés une fois avec du tampon sodium phosphate à 

20mM et pH 7,0 et conservés à -20°C. 

Dans le cas de protéines TpsA, les culots sont conservés à -20°C. Les surnageants sont additionnés de 

20 mM d’imidazole à pH 6,5 ainsi que d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases sans EDTA (Complete 

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Les surnageants sont conservés à 4°C jusqu’au 

lendemain, jour de la purification. 

3. Extraction membranaire de HxuB 

L’extraction en détergent de HxuB produit en membrane externe à partir de culots bactériens 

comprend trois étapes : une lyse et deux extractions. Le protocole est décrit pour des culots de 

quatre litres de culture. 

Les culots bactériens sont solubilisés dans 60 ml du tampon de lyse (20mM de tampon sodium 

phosphate à pH 7,0 ; 1 pastille d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases sans EDTA, Roche ; DNase I, 

Euromedex). La lyse est réalisée avec les systèmes Emulsiflex-B30 et Emulsiflex-C3 (Avestin). 

La phase soluble est récupérée suite à deux centrifugations successives à 9000 rpm pendant 30 

minutes à 4°C. Le surnageant est ultracentrifugé à 25000 rpm pendant une heure à 12°C. Le culot 

obtenu contient les débris membranaires. 

Une première étape d’extraction membranaire est appliquée sur le culot de l’ultracentrifugation. Le 

culot est solubilisé dans 60 ml du tampon d’extraction 1 (0,8% de détergent octyl-β-D-

glucopyranoside ou β-OG ; 20mM de tampon sodium phosphate à pH 7,0 ; 100mg d’inhibiteur 

spécifique de sérine protéases, Pefabloc SC AEBSF, Roche). L’efficacité de la solubilisation est 

augmentée par le passage au travers d’aiguilles. Après une incubation d’une heure à 37°C sous 

agitation, la solution d’extraction est ultracentrifugée à 25000 rpm pendant une heure à 12°C. Le 

culot est récupéré pour la seconde extraction membranaire. 

La seconde extraction membranaire suit le même protocole que la précédente mais avec 60 ml de 

tampon d’extraction 2 (2% de détergent β-OG ; 20mM de tampon sodium phosphate à pH 8,0 ; 2mM 

d’EDTA à pH 8,0 ; 100mg d’inhibiteur spécifique de sérine protéases Pefabloc SC AEBSF). Le 

surnageant récupéré après l’ultracentrifugation est l’extrait 2 contenant la protéine HxuB soluble en 

détergent β-OG. 
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4. Purification des protéines 

4.1. Purification des protéines TpsA 

Les protéines TpsA sont produites avec un tag poly-histidine et purifiées en une seule étape par 

chromatographie d’affinité. Le surnageant de culture, 100 ml pour les essais fonctionnels et 1L pour 

la cristallogenèse, est chargé sur une colonne de 1ml HisTrap FF Crude (GE Healthcare). Les tampons 

utilisés pour cette purification sont un tampon A (20mM imidazole à pH 6,5) et un tampon B (1M 

imidazole à pH 6,5). 

Après le chargement de l’échantillon sur la colonne et un lavage avec le tampon A, l’élution se fait 

directement avec 100% de tampon B. 

4.2. Purification de la protéine HxuB 

La protéine HxuB en solution de détergent dans l’extrait 2 est purifiée en deux étapes ; une 

chromatographie échangeuse de cations suivie d’une chromatographie d’affinité Ni+2-histidine. 

Pour l’étape de chromatographie échangeuse de cations, l’extrait 2 est mis à pH 6,0 par l’ajout d’une 

solution de NaH2PO4 à 0,5M additionnée de 1% de β-OG. Le point isoélectrique (pI) de HxuB est de 

9,29 (calcul réalisé avec l’outil ProtParam sur le serveur ExPASy). Les tampons utilisés pour cette 

purification sont un tampon A (1% β-OG et 20mM de tampon sodium phosphate à pH 6,0) et un 

tampon B (1% β-OG, 20mM de tampon sodium phosphate à pH 6,0 et 2M NaCl). 

Après la mise en tampon, le chargement de l’extrait 2 de la colonne HS20 de 1,7ml (Poros) et le 

lavage de la colonne avec le tampon A, l’élution est réalisée par gradient. Avec un flux de 

1ml/minute, un gradient de 0 à 35% de tampon B est réalisé sur 35 minutes suivi par un gradient de 

35 à 100% de tampon B en 10 minutes. Les fractions contenant HxuB sont révélées par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide (gel SDS-PAGE ou sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis) et sont rassemblées en vue de la seconde étape de purification. 

La purification par chromatographie d’affinité de HxuB est réalisée avec une colonne Hitrap IMAC HP 

de 1ml chargée avec du Ni+2. Les tampons utilisés sont préparés avec de l’eau PPI (eau purifiée pour 

préparation injectable) : tampon A soit 2% de β-OG, 20mM de tampon sodium phosphate à pH 7,0 et 

tampon B soit 2% de β-OG, 20mM de tampon sodium phosphate à pH 7,0 et 500mM imidazole à pH 

6,5. Après chargement de l’échantillon et lavage de la colonne, l’élution est réalisée en trois étapes 

avec des proportions croissantes en tampon B et donc de concentrations croissantes en imidazole de 
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200mM puis 260mM et enfin 500mM d’imidazole. Les deux premières étapes permettent l’élution de 

contaminants. 

5. Cristallographie 

La structure d’une protéine à l’échelle quasi-atomique ne peut être obtenue par des méthodologies 

de microscopie. En effet, la résolution limite d’une image obtenue par microscopie est donnée par la 

longueur d’onde du rayon lumineux utilisé. Or, les longueurs d’onde du spectre visible se mesurent 

en centaines de nanomètres tandis que les distances interatomiques sont de l’ordre de l’angström 

(Å). Une longueur d’onde de cet ordre appartient aux rayons X. La construction d’un microscope aux 

rayons X qui permettrait de visualiser les molécules est impossible car il n’existe pas de lentille pour 

ce type de rayon. 

Par contre, on peut détecter les rayons diffractés des molécules soumises aux rayons X. La diffusion 

de rayons X à partir d’une simple molécule est extrêmement faible et par conséquent difficile à 

distinguer du bruit de fond. Un cristal consiste en un arrangement ordonné et périodique dans 

l’espace d’un grand nombre de molécules dans la même orientation. Parmi les ondes diffractées, 

celles qui sont en phase vont interférer de manière constructive tandis que d’autres vont interférer 

de manière destructive. Ceci explique que ce qui sera mesurée est un ensemble de tâches de 

diffraction (Figure 72). 

Le cristal a donc un effet d’amplificateur du signal d’où l’intérêt d’obtenir des cristaux de protéine. 

Notons que les expérimentations de cristallographie ne permettront pas réellement d’obtenir 

l’image des atomes mais une carte de la distribution des électrons de la molécule étudiée, soit sa 

carte de densité électronique. C’est à partir de cette dernière que le modèle structural de la molécule 

sera construit. 
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Les différentes étapes de la cristallographie de protéine sont reprises dans le schéma suivant avant 

d’être détaillées dans le texte (Figure 70). 

 

Figure 70. Schéma reprenant les différentes étapes de la cristallographie de protéine. 

5.1. Cristallogenèse des protéines 

La cristallogenèse de protéines est principalement un processus empirique où l’on induit une 

transition de phase de la protéine (Figure 71-B). La dynamique lente de ce processus est essentielle 

pour permettre aux macromolécules protéiques de s’agencer de manière ordonnée caractérisant un 

cristal. 

En général, plus la protéine est pure, plus grandes sont les chances de voir apparaitre des cristaux de 

cette protéine, protéine qui doit être correctement repliée et présente en grande quantité. 

Toutefois, la réussite dépend de nombreux autres facteurs propres à chaque protéine et peu 

prédictibles tels que : la présence ou l’absence de ligand, la concentration en protéine, la 

température, le pH, la présence d’un type de sel à une concentration donnée, la présence d’un 

d’agent précipitant d’une telle nature à une concentration donnée ou encore la présence de métaux. 
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Plusieurs techniques de cristallogenèse existent et celles qui ont été utilisées au cours des travaux de 

thèse sont la technique de la goutte suspendue réalisée manuellement et la technique de la goutte 

assise réalisée à l’aide du robot CyBi-CrystalCreator (CyBio). Ces deux techniques se basent sur le 

principe de diffusion en phase vapeur où en présence de deux solutions de concentrations 

différentes, l’évaporation et la diffusion de l’eau d’une solution à l’autre va rééquilibrer les 

concentrations. Sur ce principe, la protéine en solution que l’on souhaite cristalliser est mélangée en 

ratio 1:1 avec une solution contenant un agent de précipitation de concentration donnée. Dans le cas 

de la goutte suspendue, une goutte de ce mélange est déposée sur une lamelle qui sera retournée 

au-dessus d’un puits où se trouve la solution contenant l’agent précipitant. La lamelle est scellée au 

puits de sorte à créer un système fermé (Figure 71-A). A ce moment, la concentration en agent 

précipitant est deux fois moindre dans la goutte que dans le puits. Par conséquent, une partie de 

l’eau de la goutte va s’évaporer et diffuser vers le puits jusqu’à atteindre un équilibre de la 

concentration en agent précipitant. Ce phénomène aura pour effet de réduire le volume de la goutte 

et par conséquent d’augmenter progressivement la concentration en protéine vers une super-

saturation dans la goutte (Figure 71-B). Si les conditions sont favorables, les macromolécules 

protéiques s’agenceront de sorte à former un cristal. La formation du cristal va mobiliser une partie 

des protéines ce qui va induire une diminution de la concentration en protéine en solution jusqu’à 

atteindre un équilibre. 

 

Figure 71. (A) Schéma de la technique de la goutte suspendue. (B) Diagramme des phases en système de diffusion de 
vapeur. (1) Etat initial lors du mélange de la solution protéique et de la solution en agent précipitant. (2) Etat après 
équilibration de la concentration en agent précipitant. (3) Etat final après cristallisation de la protéine. Cip, concentration 
initiale en protéine en solution ; Cfp, concentration finale en protéine en solution ; Ci, concentration initiale agent 
précipitant ; Cf, concentration finale agent précipitant. 
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5.2. Collecte de données de diffraction aux rayons X 

Lors d’une collecte de données, un cristal est soumis aux rayons X. les rayons diffractés sont mesurés 

à l’aide un détecteur. L’image obtenue est communément appelée « cliché de diffraction » où 

chaque point ou spot de diffraction est appelé « réflexion » (Figure 72). Chaque réflexion est 

caractérisée par des coordonnées h,k,l, par une intensité (I) et par une erreur d’intensité ( I). 

 

Figure 72. Cliché de diffraction obtenu sur le diffractomètre du laboratoire pour la protéine HxuA301-7his. 

La distance entre le cristal et le détecteur peut être réduite ou augmentée selon que le cristal 

diffracte à plus ou moins grande résolution. Plusieurs clichés de diffraction sont mesurés en faisant 

pivoter le cristal d’un degré ou moins entre chaque mesure (degré de rotation par image). Sur base 

de ces premiers clichés de diffraction, les paramètres de la maille ainsi que le groupe d’espace du 

cristal sont déterminés à l’aide du logiciel XDS (Kabsch, 2010). Ces informations permettent de 

déterminer le nombre de clichés nécessaire à l’obtention d’un jeu complet de données de diffraction. 

5.3. Traitement des données de diffraction 

Les réflexions sont indexées, intégrées (consistant en un calcul des intensités) et mises à l’échelle 

avec le logiciel XDS (Kabsch, 2010). XDS va également réduire la quantité de données en moyennant 

les données redondantes et fournir les statistiques liées à la collecte de données telles que la 

complétude, la redondance ou encore la valeur de I/ I. 

La complétude correspond au nombre de réflexions observées sur le nombre de réflexions possibles. 

Le but est d’obtenir un jeu de données le plus complet possible étant donné que cela va influer sur la 

qualité de la carte de densité électronique. La redondance correspond au nombre de réflexions 
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observées sur le nombre de réflexions uniques. La valeur du RmergeI est un indicateur de qualité des 

données utilisées. Au plus la valeur du RmergeI est élevée, moins la qualité des données sera bonne. Le 

Rmeas est un équivalent du RmergeI mais qui reflète la qualité des données indépendamment de leur 

multiplicité. Enfin la valeur I/ I est le rapport entre les intensités du signal (des réflexions) sur 

l’intensité du bruit de fond. 

5.4. Le phasage 

En cristallographie il y a deux étapes limitantes, d’une part l’obtention de cristaux de protéine qui 

diffractent et d’autre part la résolution du problème des phases. En effet, pour obtenir une carte de 

densité électronique, il faut réaliser l’opération mathématique de transformation de Fourier inverse 

qui nécessite de connaitre l’amplitude et la phase de chaque onde diffractée. L’amplitude peut être 

directement calculée à partir des intensités mesurées pour chaque réflexion. Par contre, la phase ne 

peut être mesurée directement et doit donc être déduite de manière indirecte. 

Dans le cadre de ma thèse, la technique de phasage utilisée est le remplacement moléculaire. Cette 

technique utilise une autre protéine de structure proche comme modèle. Pour réaliser le 

remplacement moléculaire, le logiciel Molrep v.9.2 de la suite CCP4 v.6.1.13 a été utilisé (Winn et al., 

2011). Molrep va tenter de positionner correctement par des opérations de rotation et de translation 

la structure du modèle dans l’unité asymétrique. Molrep va également tenir compte du nombre de 

molécules prédites par unité asymétrique. A partir de la solution trouvée, une carte de densité 

électronique va être calculée. 

5.5. Construction et affinement du modèle 

Le logiciel ARP/wARP v.7.1 (Langer et al., 2008) permet de construire automatiquement dans la carte 

de densité électronique un modèle structurale sur base de la séquence primaire de la protéine 

étudiée. Au plus la résolution des données de diffraction est grande, au meilleur et plus complet sera 

le modèle fourni par le logiciel. Ce modèle sera ensuite complété par des constructions manuelles 

des zones manquantes en utilisant le logiciel de visualisation Coot (Emsley et al., 2010). Ces étapes 

de construction sont alternées avec des étapes d’affinement du modèle réalisées avec le logiciel 

REFMAC5 (Murshudov et al., 2011).  

Au cours de et après l’affinement, plusieurs éléments de contrôle permettent de trouver et corriger 

les erreurs présentes dans le modèle. Bien que l’élément principal de contrôle reste l’œil du 

chercheur, plusieurs statistiques peuvent l’aider. 
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Parmi ces statistiques, on retrouve le facteur de température qui indique dans quelle mesure un 

atome oscille et vibre depuis sa position spécifiée dans le modèle. Le facteur de température moyen 

(Mean B) se rapporte à l’ensemble des atomes du modèle. 

Les valeurs de Rwork et Rfree (facteurs R) permettent de vérifier si le modèle n’a pas été suraffiné. Ces 

deux valeurs mesurent l’accord entre les facteurs de structures (l’amplitude et la phase) observés et 

calculés. La valeur du Rwork est calculée à partir des données utilisées pour l’affinement, 95% d’entre 

elles dans notre cas, tandis que celle du Rfree est calculée à partir des données restantes, les 5% 

restantes. Lors de l’affinement du modèle, si la valeur du Rfree diminue en parallèle à celle du Rwork, 

alors le modèle a effectivement été amélioré. En effet, le suraffinement n’a que peu d’effet sur la 

valeur de Rfree. Typiquement en fin d’affinement, les valeurs de facteurs R tournent autour de 20. 

Les valeurs de RMSD des angles et des longueurs de liaison du modèle indiquent si ces angles et 

longueurs de liaison sont conformes aux valeurs attendues. 

Enfin, les statistiques de Ramachandran indiquent le pourcentage de résidus pour lesquels les angles 

de torsions de la chaine principale sont énergétiquement favorables. 

6. Microscopie de contraste interférentiel différentiel 

La microscopie de contraste interférentiel différentiel ou DIC (Differential Interference Contrast) est 

très utile pour l’observation de spécimen non coloré et/ou vivant. En effet, cette technique, mise au 

point au milieu des années 1950s par Georges Nomarski, permet d’améliorer le contraste de l’image 

obtenue. Cet effet est obtenu en séparant une lumière polarisée en deux rayons lumineux. Bien que 

proche, ces deux rayons lumineux vont être réfractés et dispersés différemment par le spécimen 

provoquant un changement de phase. Les deux rayons lumineux sont ensuite rassemblés et vont par 

conséquent interférer. Le rayon lumineux passe ensuite au travers d’un second filtre polarisant 

rendant visible les changements de phase. Les contours des objets sont rendus plus visibles d’où 

l’intérêt de cette technique pour l’étude morphologique de bactéries (Figure 73). 
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Figure 73. Microscopie de contraste interférentiel différentiel ou DIC. (A) Schématisation de la technique DIC (Source de 
l’image : http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/dic/dicoverview.html). (B) Amoeba proteus observé par 
microscopie DIC. (C) Amoeba proteus observé par microscopie optique à champ clair. (Source des images B et C : 
http://www.leica-microsystems.com/science-lab/differential-intererence-contrast-dic/). 

Dans le cadre du suivi morphologique des bactéries, les échantillons de culture bactérienne sont 

normalisés sur base de la densité optique. Les échantillons sont ensuite déposés sur des lames porte-

objets enduites de poly-L-lysine. 
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Figure 74. Alignement de séquences des domaines TPS de diverses protéines TpsA représentatives. La numérotation 
indiquée en début de séquence pour chaque TpsA correspond au numéro du premier acide aminé suivant le peptide signal. 
Les résidus partageant une identité supérieure à 90% parmi l’ensemble des TpsA sont surlignés en vert. Dans le cas de la 
sous-famille de FHA (indiqué par une flèche), ces résidus sont surlignés en bleu. Et dans le cas de la sous-famille de HMW1A 
(également indiqué par une flèche), ces résidus sont surlignés en rouge. FHA, Bordetella pertussis ; HecA, Erwinia 
chrysanthemi ; EthA, Edwardsiella tarda ; HpmA, Proteus mirabilis ; ShlA, Serratia marcescens ; HhdA, Haemophilus ducreyi ; 
PaTpsA, Pseudomonas aeruginosa ; EtpA, Escherichia coli ; RscA, Yersinia enterocolitica ; HxuA et HMW1A, Haemophilus 
influenzae. Adapté de (Yeo et al., 2007). 
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Figure 75. Alignement de séquences des domaines POTRA et du motif 3 de diverses protéines TpsB représentatives. Les 
résidus conservés parmi l’ensemble des TpsB sont surlignés en vert. Dans le cas de la sous-famille de FhaC (indiqué par une 
flèche), ces résidus sont surlignés en rouge. Et dans le cas de la sous-famille de HMW1B (également indiqué par une flèche), 
ces résidus sont surlignés en bleu. FhaC, Bordetella pertussis ; ShlB, Serratia marcescens ; EthB, Edwardsiella tarda ; HpmB, 
Proteus mirabilis ; HhdB, Haemophilus ducreyi ; HecB, Erwinia chrysanthemi ; LspB, Haemophilus ducreyi ; RscB, Yersinia 
enterocolitica ; EtpB, Escherichia coli ; PFL_1466, Pseudomonas protegens ; HxuB et HMW1B, Haemophilus influenzae 
(Jacob-Dubuisson et al., 2009). 
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