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1 Les interactions protéines-protéines et protéines-peptides  

La cellule vivante est un système extrêmement complexe qui est constituée de centaines de 

milliers de macromolécules qui interagissent les unes avec les autres de façon continue pour 

maintenir les fonctions de la cellule.1 Il a été révélé que plus de 80% des protéines fonctionnent 

sous la forme de complexes avec d’autres protéines ou peptides.2 Les interactions protéines-

protéines (IPP), sont définies par la liaison de deux ou plusieurs protéines pour former des 

machines moléculaires. Les IPP sont opérationnelles à presque tous les niveaux de la fonction 

cellulaire tels que les mécanismes de transport à travers les différentes membranes biologiques, 

la régulation et l’expression des gènes, et sont également un des mécanismes du système de 

communication au sein des organismes. Les IPP sont essentielles pour pratiquement tous les 

processus biologiques, dans la formation de structures macromoléculaires et cellulaires et dans 

des complexes enzymatiques responsables de la régulation des voies de signalisation.3,4 

L’analyse fonctionnelle des protéines implique l’exploration de leurs interactions avec d’autres 

molécules jouant un rôle vital dans différentes voies métaboliques. En effet, environ 60% de 

ces voies d’interactions telles que la transduction de signaux ou le système immunitaire 

impliquent des protéines qui contiennent des domaines d’interaction avec des peptides.5 

Récemment, Russel et al ont estimé qu’entre 15 et 40% de toutes les interactions au sein de la 

cellule auront lieu via des interactions protéines- peptides.6, 7 

Les interactions protéiques et peptidiques ont fait l’objet d’intenses recherches au cours de ces 

dernières années en raison de leur importance dans la compréhension de nombreuses maladies 

ainsi que la recherche de cibles pour les agents thérapeutiques.8 Au cours de ces deux dernières 

décennies, il y a eu un intérêt important dans le développement de sondes thérapeutiques et 

chimiques qui inhibent une interaction protéine-protéine spécifique.9 White et al se sont 

également focalisés sur la conception d’inhibiteurs d’interactions protéines-protéines qui sont 

des petites molécules ciblées contre une variété d’interactions protéiques et qui ont un potentiel 

thérapeutique pour le traitement du cancer.10 Il est donc très important de comprendre ces 

interactions au niveau moléculaire. L’importance des IPP a conduit au développement de 

multiples technologies afin de détecter ces interactions, telles que la résonance magnétique 

nucléaire (RMN), la diffraction des rayons X et la résonance paramagnétique électronique 

(RPE) parmi diverses méthodes d’analyses.11,12 De nombreuses modifications peuvent se 

produire dans des complexes de protéines à la suite de perturbations génétique et biochimique. 

Ces derniers incluent des changements au niveau de la protéine et sa localisation ainsi que des 



1 - Introduction 

2 
 

modifications post-traductionnelles qui peuvent modifier le lien entre ses partenaires 

d’interactions. Un des défis important en biologie est de comprendre comment ces complexes 

protéiques répondent aux perturbations génétiques.3 

1.1 Les différents types d’interactions entre protéines 

Les protéines sont des macromolécules, la liaison entre elles impliquent souvent de nombreux 

atomes. Leurs interactions sont très spécifiques et souvent une macromolécule de protéine 

particulière est capable de reconnaître son partenaire parmi des centaines de milliers de 

candidats13. Ces interactions mettent en jeu plusieurs types d’interactions tels que les 

interactions de Van der Waals, les liaisons hydrogènes, les interactions hydrophobes et les 

interactions électrostatiques.14-17 

1.1.1 Les interactions de Van der Waals 

Les interactions de Van der Waals sont à courte portée et se produisent lorsque deux atomes ou 

molécules se rapprochent l’une de l’autre. Ces interactions sont la somme des forces d’attraction 

ou de répulsion entre les molécules, elles sont non covalentes et sont considérées comme des 

interactions attractives faibles qui deviennent seulement appréciables lorsque les molécules 

interagissantes sont neutres et non polaires.  

 Les interactions de Van der Waals sont classées en trois catégories : les forces de Keesom 

(interaction dipôle/dipôle entre deux molécules polaires), les forces de Debye (interaction entre 

une molécule polaire et une molécule non polaire) et les forces de London (interaction entre 

deux molécules non polaires).18 

1.1.1.1 Les forces de Keesom  

Les forces de Keesom n’ont lieu qu’entre molécules polaires et résultent de l’interaction entre 

des dipôles électriques permanents (Figure 1).  

 

Figure 1 : Représentation des forces de Keesom. 
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L’énergie de ces interactions de Keesom dépend de l’interaction entre les dipôles électriques 

permanents mais également de la température. La force de Keesom augmente avec l’intensité 

des dipôles permanents ainsi que leur alignement et diminue à mesure que la température 

augmente. Cette interaction est assez faible avec une énergie allant de 0,5 à 3,0 KJ/mol.19 

1.1.1.2 Les forces de Debye  

Cette interaction a lieu entre un dipôle permanent et un dipôle induit et implique une molécule 

polaire et une autre qui peut être polaire ou apolaire.19 Le champ électrique de la molécule 

polaire va induire une déformation du nuage électronique de l’autre molécule résultant en la 

formation d’un dipôle (Figure 2). 

 

Figure 2 : Représentation des forces de Debye. 

L’énergie de l’interaction est dépendante du dipôle permanent et de la polarisabilité de la 

molécule au dipôle induit, la polarisabilité augmentant avec la taille de la molécule. L’énergie 

de cette interaction est du même ordre de grandeur que celle de Keesom soit de 0,5 à 3,0 kJ/mol. 

1.1.1.3 Les forces de London 

Il s’agit d’une interaction mettant en jeu des dipôles induits entre deux molécules pouvant être 

polaires ou apolaires, mais prépondérante entre deux molécules apolaires. En l’absence de 

moment dipolaire permanent, des moments dipolaires instantanés peuvent survenir en raison de 

légères répartitions inhomogènes de leurs nuages électroniques (Figure 3).  
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Figure 3 : Représentation des forces de London. 

 

L’énergie des forces de London est dépendante de la polarisabilité des molécules en interactions 

et est de l’ordre de 0,5 à 30,0 kJ/mol.20 

1.1.2 Les liaisons hydrogènes 

Une liaison hydrogène implique l’interaction d’un atome d’hydrogène portant une charge 

partielle positive avec un atome électronégatif. Ce dernier est, dans la plupart des cas, de l’azote, 

de l’oxygène, ou un halogène qui provient d’un autre groupement chimique (Figure 4). Par 

exemple dans une chaîne polypeptidique, les liaisons hydrogènes se forment à travers les 

groupements N-H et C=O de l’unité peptidique. Le groupement N-H agit comme un donneur 

d’hydrogène dans une liaison hydrogène et le groupement C=O comme accepteur de liaison 

hydrogène. De nombreuses liaisons hydrogènes sont fournies par des chaînes latérales polaires, 

par le groupement OH des acides aminés tels que la serine, la thréonine et la tyrosine ou bien 

des groupements carboxyles tel que ceux des acides aspartique et glutamique ainsi que d’autres 

acide aminés comme la lysine et l’histidine.21 Les interactions électrostatiques et les liaisons 

hydrogènes sont considérées comme les principaux facteurs responsables des propriétés des 

protéines telles que l’organisation structurale, la stabilité ainsi que les propriétés 

fonctionnelles.20 L’énergie de cette liaison est de 8,0 à 21,0 kJ/mol.  

 

 

Figure 4 : Schéma d'une liaison hydrogène. 
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Le pont salin, un cas particulier de liaisons hydrogènes, se distingue dans les protéines par 

l’implication de partenaires possédant une charge formelle. Le plus souvent, les ponts salins se 

produisent entre les groupes carboxyles déprotonés des acides aspartiques et glutamiques, ceux 

des extrémités C-terminales (accepteur de protons) et le groupement α- amino de l’extrémité 

N-terminale, ε du groupement amino de la lysine, un groupe guanidine de l’arginine ou le 

groupement imidazole des histidines dans leurs formes protonées (donneurs de protons). Il est 

important de noter que les ponts salins ne sont pas des liaisons hydrogènes fortes. On peut 

montrer par exemple un pont salin reliant la protéine adrénodoxine à sa partenaire redox 

l’adrénodoxine réductase (Figure 5).20, 22  

 

Figure 5 : Schéma d'un pont salin entre l'adrénodoxine et l'adrénodoxine réductase. 

 

Les ponts salins sont des interactions électrostatiques à longue portée entre le donneur et 

l’accepteur de protons. Par conséquent, ils peuvent être considérés comme des paires d’ions. 

De plus, on leur attribue un rôle dans la stabilisation électrostatique de la structure native de la 

protéine.  

1.1.3 Les interactions hydrophobes  

L’effet hydrophobe est considéré comme la principale force motrice du repliement des 

protéines.16 Les acides aminés sont constitués de chaînes latérales pouvant être polaires ou non 

polaires. Les résidus polaires sont nommés hydrophiles et montrent de fortes interactions avec 

les molécules d’eau. En revanche, d’autres acides aminés tels que la leucine, l’alanine et la 
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phénylalanine sont constitués d’une longue chaîne d’atomes de carbone qui auront tendance à 

se regrouper dans un environnement non polaire formant des interactions «hydrophobes» entre 

elles et avec d’autres solutés non polaires. Ces interactions hydrophobes sont énergétiquement 

favorables car elles minimisent les interactions entre les résidus non polaires et l’eau. Le 

repliement des protéines résulte ainsi d’une forte concentration de résidus hydrophobes tournés 

vers l’intérieur de la protéine avec très peu de résidus hydrophiles présents. Au contraire, la 

surface de la protéine sera composée majoritairement de résidus hydrophiles avec peu de 

résidus hydrophobes présents.23 

1.1.4 Les interactions électrostatiques  

Les interactions électrostatiques ont un rôle majeur dans la stabilisation, l’affinité des liaisons 

ainsi que les propriétés chimiques et la réactivité biologique des protéines.24 Les interactions 

électrostatiques, aussi connues sous les appellations d’interactions ioniques ou interaction 

charge-charge, prennent place entre deux groupements chargés positivement et négativement ; 

l’énergie de ces interactions est donnée par la loi de Coulomb. Ces charges peuvent être 

originaires de résidus chargés sur les chaînes latérales d’acides aminés comme la lysine, 

l’arginine et l’histidine (chargées positivement) ou bien comme les acides aspartique et 

glutamique chargés négativement (Figure 6).  

 

Figure 6 : Interaction électrostatique entre le groupe amino de la lysine et la fonction carboxylique de l'acide 
aspartique. 

De plus, à pH physiologique les résidus terminaux NH2 et COOH d’une chaîne polypeptidique 

sont également chargés. Ainsi, toutes ces charges peuvent contribuer à des interactions 

électrostatiques dans la structure d’une protéine. Les résidus chargés sont présents le plus 

souvent à la surface de la protéine où ils sont en interactions avec les molécules d’eau, leur 

présence au sein du cœur hydrophobe de la protéine étant énergétiquement défavorable. Ces 
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interactions électrostatiques entre les groupements chargés à la surface d’une protéine peuvent 

être affaiblies par la présence de sels en solution.23 

1.2 Différentes techniques utilisées pour étudier les interactions 

protéines-protéines  

La spectroscopie infrarouge et Raman sont essentielles pour étudier les IPP. Ces deux 

techniques sont complémentaires et permettent d’avoir des informations sur la structure 

secondaire de la protéine ainsi que le cofacteur. Ces deux techniques constituent la majeure 

partie de ce travail de thèse et seront de ce fait détaillées par la suite. 

Parmi les nombreuses méthodes d’analyses ayant été appliquées à l’étude des IPP, nous 

pouvons citer les exemples suivants en raison de leur importance respective dans l’étude de ces 

interactions.  

1.2.1 Le transfert d’énergie de fluorescence par résonance (FRET)  

Le FRET est un processus non radiatif par lequel l’énergie d’un fluorophore donneur à l’état 

excité est transmise à un fluorophore accepteur à proximité immédiate, soit à une distance 

inférieure à 10 nm. Cette technique permet de contrôler la distance entre les différentes sondes 

fluorescentes qui sont attachées à des macromolécules. Le FRET est utilisé pour obtenir à la 

fois des informations statiques et dynamiques sur les relations de distance intramoléculaire et 

intermoléculaire.25 Aujourd’hui, cette technique est largement appliquée dans de nombreux 

domaines tels que l’imagerie moléculaire, les moteurs moléculaires et les biocapteurs.26-28 

1.2.2 La diffusion dynamique de la lumière (DLS)  

La diffusion de la lumière statique et dynamique (Dynamic Light Scattering) est une autre 

approche pour étudier les complexes protéiques. C’est une technique d’analyse spectroscopique 

non destructive permettant d’accéder à la taille de particules. Le principe de cette technique 

consiste à éclairer l’échantillon par un faisceau laser, les fluctuations de la lumière diffusée sont 

alors détectées à un angle  par un détecteur de photon rapide. La diffusion de la lumière 

dynamique permet par exemple de distinguer si une protéine est sous forme d’un monomère ou 

d’un dimère.29 
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1.2.3 La résonance plasmonique de surface (SPR)  

La résonance plasmonique de surface (SPR) est une technique qui permet de mesurer les 

interactions biomoléculaires en temps réel avec un degré élevé de sensibilité.30 La SPR, est un 

phénomène qui se produit lorsque la lumière polarisée heurte un film métallique à l’interface 

du support avec différents indices de réfraction. Cette technique permet par exemple de 

déterminer les constantes d’association et de dissociation d’un complexe.31 Cette méthode 

d’analyse a été utilisée pour étudier un ensemble diversifié de partenaire d’interaction d’intérêts 

biologiques tels que les protéines-protéines, protéines-lipides, protéines- acides nucléiques ainsi 

que d’autres molécules comme les substrats, les médicaments et les cofacteurs.30 

1.2.4 L’analyse calorimétrique par dosage isotherme (ITC)  
C’est une technique adaptée notamment pour l’étude des interactions et ne nécessitant pas la 

présence d’un chromophore ou fluorochrome.32 Cette technique permet de déterminer des 

paramètres thermodynamiques tels que l’affinité, l’enthalpie et la stœchiométrie d’une liaison 

d’interaction. Elle est basée sur la mesure de la chaleur absorbée ou libérée lors de la titration 

d’une solution de molécules A avec une molécule B. Le signal mesuré est la chaleur dégagée 

ou absorbée lors de l’interaction des deux réactifs.33 

1.2.5 La résonance magnétique nucléaire (RMN)  

La RMN est un phénomène physique basé sur les propriétés magnétiques de certains noyaux 

atomiques. Cette technique permet de déterminer la structure tridimensionnelle de 

macromolécules ainsi que d’étudier des phénomènes chimiques en fonction du temps, y 

compris la cinétique des réactions et la dynamique intramoléculaire. L’avantage de la RMN est 

qu’elle ne se limite pas aux systèmes de haute affinité. Elle peut être appliquée à l’étude des 

interactions faibles. La principale contrainte de la RMN est sa faible sensibilité ainsi que la 

complexification des spectres pour les protéines de haute masse moléculaire (supérieure à 150 

kDa) rendant difficile leur interprétation.34, 35 

1.2.6 La spectrométrie de masse  

La spectrométrie de masse permet de mesurer la masse de molécules et des produits issus de 

leur fragmentation. Dans cette technique, les molécules à analyser doivent être converties en 

ions en phase gazeuse, séparés en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z). Cette 
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méthode d’analyse permet de déterminer la stœchiométrie grâce à sa grande résolution et 

précision ainsi que la détermination des constantes de stabilité des complexes protéiques.36-38 

1.3 Interaction entre l’adrénodoxine, l’adrénodoxine réductase et 

le cytochrome P450 

Le transfert d’électrons est l’étape clé de différentes réactions biologiques, telles que la 

photosynthèse, la respiration ainsi que d’autres processus qui ont lieu dans les organismes 

vivants. L’intérêt porté à l’étude de l’adrénodoxine (Adx), de l’adrénodoxine réductase (AdR) 

et du cytochrome P450 s’est accru très fortement durant ces dernières années. La connaissance 

de ces biomolécules a progressé grâce à des études biochimiques, spectroscopiques et 

cristallographiques.39 Cependant de nombreuses questions subsistent quant au mécanisme de 

transfert d’électrons généré par ces protéines qui reste peu connu jusqu’à présent. 

1.3.1 L’adrénodoxine 

 L’adrénodoxine (Adx) appartient à la famille des ferrédoxines, dont les membres comportent 

un cluster fer-soufre (Figure 7). 

 

Figure 7 : Structure de la protéine Adrénodoxine obtenue à l’aide du logiciel Pymol (code PDB: (1CJE)). 

 

Le centre à deux atomes de fer et deux atomes de soufre dans le cas de l’Adx, va permettre de 

stocker des électrons via des passages entre les états d’oxydation +II et +III des atomes de fer.  

L’Adx bovine de forme sauvage « Wild type (WT) » est une protéine soluble de 14kDa, 

contenant 128 résidus d’acides aminés. La structure cristallographique de cette protéine a été 
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déterminée à une résolution de 2.5 Å.40 Cette protéine est synthétisée dans le cytoplasme des 

cellules du cortex surrénal et importée dans la matrice mitochondriale. Elle présente un intérêt 

particulier en raison de son rôle spécifique en tant que transporteur d’électrons notamment lors 

de la biosynthèse des hormones stéroïdes. 41, 42 43 L’Adx reçoit deux électrons de sa partenaire 

redox l’adrénodoxine réductase (AdR) et les transfère au cytochrome mitochondrial P450.44  

1.3.2 L’adrénodoxine réductase 

L’adrénodoxine réductase (AdR, NADPH : ferrédoxine surrénale oxydoréductase) est une 

flavoenzyme monomérique de 51 kDa qui contient 460 résidus d’acides aminés et comporte 

une flavine adénine dinucléotide (FAD) comme cofacteur (Figure 8). L’AdR représente la 

première composante dans les systèmes de transfert d’électrons du cytochrome mitochondrial 

P450.45, 46 

 

 

Figure 8 : Structure de la protéine Adrénodoxine réductase obtenue à l’aide du logiciel Pymol (code PDB: 
(1CJC)). 

 

L’AdR a été isolée à partir des glandes surrénales bovines et sa structure a été déterminée par 

diffraction des rayons X avec une résolution de 2.8 Å.47 Il existe chez l’homme une seule 

adrénodoxine réductase, qui est codée par un gène nucléaire et exprimée dans tous les tissus 

humains. Cette flavoenzyme est la plus abondante dans les cellules produisant des stéroïdes 

dans le cortex surrénalien, dans les ovaires et les testicules.45 L’AdR reçoit deux électrons du 

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) et les transfère par l’intermédiaire de 

l’Adx aux différents types de cytochromes P450.  
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1.3.3 Le cytochrome P450 (CYP106A2) 

Les cytochromes P450 doivent leur nom au fait que lorsqu’ils sont réduits et incubés avec du 

monoxyde de carbone, ceci donne lieu à une absorption maximale à 450 nm en spectroscopie 

optique. En effet, le terme cytochrome représente l’hème, le P fait référence au pigment et le 

450 reflète le pic d’absorption du complexe avec le CO à 450 nm.48 Les cytochromes P450 sont 

classés en plus de 700 familles se basant sur leurs identités de séquence.49 La plupart des 

cytochromes P450 interagissent avec des protéines de transfert d’électrons. Les cytochromes 

P450 sont repartis en dix classes en fonction de la nature de leurs partenaires redox. Les P450 

sont identifiés par l’abréviation CYP suivi d’un nombre désignant la famille des protéines 

(définie par une identité de séquence de plus de 40%), une lettre désignant une sous famille 

(plus de 55% d’identité) et un nombre représentant le gène individuel à l’intérieur de la sous 

famille comme par exemple le CYP106A2.50 La protéine soluble CYP106A2 est de masse 

moléculaire 47,5 kDa pour 410 résidus d’acides aminés et contient un hème b comme cofacteur 

(Figure 9). Cette protéine issue de la bactérie Bacillus megaterium joue un rôle important dans 

l’hydroxylation de la testostérone et la progestérone principalement dans la position 15 et selon 

l’orientation β.51, 52 Les 6β, 9α et 11α-hydroxyprogestérones sont connues en tant que produits 

pharmaceutiques, comme précurseurs utiles dans la synthèse des anti-inflammatoires et des 

composés anti-tumoraux. 

 

Figure 9 : Représentation de la structure du cytochrome CYP106A2 estimée à partir du CYP11A1obtenue à 
l’aide du logiciel Phyre (code PDB: (2WIV)). 
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La fonction biologique ainsi que le donneur d’électrons du CYP106A2 restent inconnus. Par 

contre les protéines surrénales bovines telles que l’adrénodoxine réductase, l’adrénodoxine, la 

putidarédoxine réductase et la putidarédoxine ont été identifiées en tant que partenaires de 

transfert d’électrons appropriés.53  

1.3.4 Le mécanisme de transfert d’électrons entre Adx, AdR et P450 

Bien que de nombreuses études aient été réalisées afin de déterminer la fonction de l’Adx et de 

son interaction avec l’AdR et le cytochrome P450, le mécanisme exact du transfert d’électrons 

n’a pas été encore déterminé et reste en cours de discussion.54-56 Au cours du temps, quatre 

modèles ont été proposés afin d’expliquer ce mécanisme (Figure 10).  

 

Figure 10 : Représentation des trois modèles possibles du mécanisme de transfert d'électrons reproduit à partir de 
la référence 54. 

 

Le premier modèle dit « navette » décrit l’Adx comme un transporteur mobile entre 

l’adrénodoxine et le cytochrome P450.46, 57 Le modèle du complexe tertiaire sollicite la 

formation d’un complexe 1:1:1 constitué de l’AdR, l’Adx et du P45058 tandis que le modèle du 

complexe quaternaire 1:2:1 sollicite la formation d’un complexe avec deux protéines d’Adx, 

une AdR et un P450.59 Le quatrième modèle, le plus récemment proposé, est une variation du 
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modèle navette, et semble être le plus en accord avec les plus récents résultats expérimentaux 

en cristallographie et en électrophorèse (Figure 11).  

 

Figure 11 : Schéma représentatif du mécanisme de transfert d'électrons. L'AdR est représentée en marron, en 
orange l'Adx oxydée, en beige l'Adx réduite et en jaune le cytochrome P450. 

 

Dans ce mécanisme, le dimère d’Adx oxydé se lie à l’AdR par l’un des deux Adx favorisant 

alors la réduction de l’AdR par deux équivalents de NADPH. Par la suite, la première Adx liée 

à l’AdR se fait réduire par l’AdR. Puis la molécule d’Adx réduite transfère l’électron à la 

deuxième molécule d’Adx ce qui conduit à la dissociation du dimère. La molécule d’Adx qui 

est toujours liée à l’AdR est ensuite réduite à nouveau par celui-ci et se dissocie de l’AdR. Les 

deux Adx réduites s’oxydent individuellement en transférant un électron au cytochrome P450 

produisant deux Adx oxydées. La régénération du dimère oxydé d’Adx permet à un nouveau 

cycle de se mettre en place. Une des questions qui peut se poser est la raison pour laquelle l’Adx 

se dimérise naturellement. Le transport des deux électrons via le dimère d’Adx est beaucoup 

plus rapide que par l’intermédiaire de deux monomères. En effet, si un des monomères agit 
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comme une « navette » entre l’AdR et le P450, le second ne pourrait se lier que lorsque le 

premier est dissocié. Ces deux étapes nécessitent un temps plus long qui pourrait être évité par 

la formation de dimères.56 L’équilibre entre le monomère et le dimère joue donc un rôle très 

important dans le mécanisme du transfert d’électrons. Quand la concentration du NADPH 

augmente, le dimère d’Adx oxydé se réduit ce qui induit une diminution de la concentration 

d’Adx oxydée et le ratio entre le dimère et le monomère favorise le dimère ce qui implique un 

déplacement rapide des électrons. Par contre si seul le monomère est présent, la diminution de 

la concentration d’Adx oxydée ne pourrait pas être compensée immédiatement.56 

1.3.5 Le site d’interaction entre l’Adx et l’AdR  

L’interaction entre l’Adx et l’AdR a été proposée comme résultant principalement 

d’interactions électrostatiques. On note deux régions d’interaction principales (Figure 12). 

 

Figure 12 : Site d'interaction entre l'Adx et l'AdR obtenue à l’aide du logiciel Pymol (code PDB: (1E6E)). 

 

La structure cristallographique du complexe Adx/AdR a été déterminée avec une résolution de 

2.8 Å.55 La première région d’interaction est composée des résidus d’acides aminés arginine 

(Arg 211, 240 et 244) du domaine NADP de l’AdR qui sont impliqués dans de nombreux ponts 

salins avec les groupements carboxylate des acides aspartique (Asp 72, 76 et 79) de l’Adx 

(Figure 13A).60 
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Figure 13 : Représentation de l'interaction entre les différents résidus d'acides aminés de la première (A) et 
deuxième (B) région d'interaction dans le complexe Adx/AdR. 

 

La deuxième région d’interaction met en jeu des interactions polaires entre les groupements 

carboxylate des acides aspartiques (Asp 39 et 41) de l’Adx avec l’histidine (His 28) et la lysine 

(Lys 27) de l’AdR (Figure 13B). De plus, des liaisons hydrogènes ainsi que des interactions 

électrostatiques ont été observées entre les résidus liant le cluster [2Fe-2S] de l’Adx et l’anneau 

isoalloxazine FAD de l’AdR.55, 61 

Au cours de cette thèse, nous avons étudié différents mutants de l’Adx tels que la forme 

tronquée Adx (4-108), dont les trois premiers résidus d’acides aminés (Ser1-Ser3) ainsi que la 

partie C-terminale (Asp 109- Glu 128) ont été supprimés.44 L’Adx S112W inclut, elle, une 

mutation à la position 112 et les résidus d’acides aminés au-delà de la position 113 sa partie C-

terminale ont été supprimés.62, 63 Un autre mutant de l’Adx a été également étudié, le D113Y, 

où l’acide aspartique à la position 113 a été remplacé par une tyrosine. Enfin le T54S ; D113Y 

est un double mutant dont le résidu d’acide aminé thréonine a été remplacé par une serine.64  

Ces différents mutants ont été choisis car ils comportent des mutations localisées dans des 

régions spécifiques de l’interaction avec l’AdR comme le montre la représentation ci-dessous. 

Elles devraient donc présenter une influence significative sur la formation des différents 

complexes (Figure 14). De plus, la mutation de certaines de ces protéines pourrait conduire à 

une fluctuation du potentiel d’oxydoréduction ainsi que de l’affinité de liaison pour les 

partenaires redox tels que l’AdR et le CYP11A1. 
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Figure 14 : Localisation des différentes mutations d'Adx obtenue à l’aide du logiciel Pymol (code PDB: (1E6E)). 

1.3.6 Le site d’interaction entre l’Adx et le P450 

Comme la structure cristallographique du CYP106A2 n’est pas encore résolue, nous allons nous 

appuyer sur la famille CYP11A1 (ou P450scc, enzyme de clivage de la chaîne latérale) afin 

d’expliquer l’interaction entre cette protéine et l’Adx. L’Adx se lie à la surface proximale de 

CYP11A1 par l’intermédiaire de son hélice F en contact avec l’hélice K du CYP11A1 (Figure 

15).65 

 

Figure 15 : Représentation de l'interaction entre Adx et CYP11A1. En vert le CYP11A1, en rouge l'hème b et en 
jaune l'Adx65. 

La boucle qui entoure le cluster [2Fe-2S] correspond au domaine central et interagit avec la 

boucle de la liaison hémique C et L du CYP11A1. Lors de la formation du complexe, les liaisons 

hydrogènes deviennent prédominantes. En effet, des liaisons hydrogènes ont été observées entre 
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les résidus lysine (K 109) du CYP11A1 et alanine (A 45) de l’Adx, ainsi qu’entre le tryptophane 

(W 418) du CYP11A1 et la leucine (L 80) de l’Adx. Ce complexe présente également un 

nombre important de molécules d’eau qui sont représentées sous forme de petites sphères. La 

présence de ces dernières va permettre la formation de liaisons hydrogènes entre la méthionine 

(M 120) du CYP11A1 et la thréonine (T 49) de l’Adx ainsi qu’entre la méthionine (M 120) du 

CYP11A1 et l’alanine (A 51) de l’Adx. Le résidu d’acide aminé aspartate (Asp 79) qui se 

retrouve dans le domaine d’interaction de l’Adx, va influencer la formation du complexe 

Adx/CYP11A1 et son activité.43, 66 Celui-ci est situé à proximité de la région dite « meander » 

soit plus spécifiquement à côté des lysines (K 406 et 404) du CYP11A1. Lors de la formation 

du complexe, l’aspartate (Asp 79) peut interagir avec l’un de ces résidus en fonction des 

changements conformationnels dûs à la flexibilité de la région « meander ».65 A l’heure actuelle, 

il n’existe pas suffisamment de données dans la littérature pour permettre de visualiser le site 

d’interaction entre l’adrénodoxine réductase et le cytochrome CYP11A1. 

1.3.7 Les différentes méthodes d’analyses présentes dans la littérature 

pour caractériser l’interaction entre l’Adx, l’AdR et le P450  

Au cours des deux dernières décennies, beaucoup de travaux ont été réalisés afin d’obtenir une 

meilleure compréhension du mécanisme de transfert d’électrons ainsi que de la cinétique de ce 

système.67-69 Schiffler et al se sont focalisés sur l’étude des paramètres cinétiques étudiés par la 

résonance plasmonique de surface qui leur a permis de déterminer l’interaction de l’Adx avec 

ses partenaires redox AdR et le cytochrome CYP11A1. Les résultats obtenus ont montré des 

différences significatives entre les interactions de l’Adx et de l’Adx S112W avec l’AdR et le 

CYP11A163. Comme l’interaction entre l’Adx et ses partenaires redox est principalement de 

nature électrostatique, il était très important d’étudier l’effet du sel sur ces interactions. Schiffler 

et al ont montré en combinant la résonance plasmonique de surface et les expériences de 

conversion de substrat que la variation de la concentration en sel n’a pas d’effet sur la formation 

du complexe Adx/AdR. En revanche, elle a une forte influence sur la formation du complexe 

Adx /CYP11A1 et peut empêcher ce dernier de se former70. Le complexe Adx/AdR a été étudié 

par spectroscopie RMN afin de déterminer si des marqueurs lanthanides pouvaient fournir des 

appuis suffisants pour établir l’orientation de la protéine dans un complexe.71 Les résultats 

obtenus ont permis l’établissement du premier modèle structural du complexe Adx/AdR en 

solution. Müller et al ont cherché à étudier par spectrométrie de masse et par dégradation 

d’Edman deux liaisons de carbodiimide transversales covalentes entre les complexes Adx, AdR 
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et Adx, cytochrome P450scc (enzyme de clivage de la chaîne latérale)72. Les résultats obtenus 

ont montré qu’il n’y a pas de « crosslink » dans la première région d’interaction entre Adx et 

AdR. Par contre, avec le complexe Adx/P450scc, l’Asp 79 de l’Adx est impliqué dans un 

« crosslink » avec la Lys 403 du P450scc. L’interaction du CYP106A2 avec différents 

partenaires d’interaction tels que l’Adx et la Fdx1 du Sorangium cellulosum a été étudiée par 

voie électrochimique. Les résultats ont montré une vague de réduction intense dans le cas du 

complexe AdxWT/AdR, beaucoup plus prononcée avec la forme tronquée de l’Adx (4-108). 

La combinaison du Fdx1 avec le CYP106A2 a montré une meilleure vague de réduction. En 

effet l’interaction entre ces deux protéines est largement suffisante pour augmenter le potentiel 

d’oxydoréduction de ce complexe, ce qui le rend plus facile à réduire.73 

1.4  Les domaines PDZ 

Le deuxième système d’intérêt qui sera développé au cours de cette partie est centré sur l’étude 

des protéines à domaines PDZ ainsi que leurs interactions avec divers peptides. Les domaines 

PDZ sont composés d’environ 90 résidus d’acide aminés et sont retrouvés dans les bactéries, 

les levures, les plantes et les animaux.74, 75 L’acronyme PDZ est issu du nom des trois premières 

protéines dans lesquelles un motif spécifique a été identifié : la protéine de densité post 

synaptique 95 (PSD 95), la « Drosophilia large-disc tumor suppressor » (Dlg1) et la protéine 

Zonula occludens 1 (ZO-1).76 Les domaines PDZ sont également dénommés DHR (Discs large 

Homology Region) ou bien GLGF (Glycine-Leucine-Glycine-Phénylalanine) en référence aux 

séquences d’acides aminés trouvées dans le domaine PDZ. Les domaines d’interactions des 

protéines PDZ attirent l’attention en raison de leurs rôles cruciaux dans les jonctions cellulaires, 

les voies de signalisation et la circulation subcellulaire membranaire.77, 78 

1.4.1 La structure des domaines PDZ 

Les domaines PDZ sont composés de six feuillets β antiparallèles (βA- βF) et deux hélices (αA- 

αB).79 Les extrémités N et C terminales des domaines PDZ sont situées à proximité l’une de 

l’autre. Le peptide se lie dans un sillon entre le feuillet (βB) et l’hélice (αB) et s’oriente en 

antiparallèle au feuillet (βB) (Figure 16). 
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Figure 16 : Structure tridimensionnelle du domaine PDZ3 de PSD-9580. 

 

La séquence d’acides aminés (Glycine-Leucine-Glycine-Phénylalanine) GLGF du domaine 

PDZ est située au sein de la boucle de liaison du feuillet (βA et B). Ces acides aminés jouent 

un rôle important dans la coordination de la liaison hydrogène du groupement carboxylate 

(COO-) de la partie C-terminale du peptide.81  

1.4.2 Le mécanisme de liaison du domaine PDZ 

Les domaines PDZ se lient à des motifs spécifiques de la partie C terminale sur le peptide, qui 

comprennent quatre à cinq résidus d’acides aminés. Dans les complexes, le résidu C-terminal 

du ligand est appelé P0 ; les résidus suivants vers l’extrémité N-terminale sont appelés P-1, P-2, 

et P-3 etc….. Des études précédentes ont révélé que les résidus P0 et P-2 sont importants pour la 

reconnaissance du ligand.82 Les domaines PDZ sont divisés en au moins trois classes principales 

sur la base de leurs préférences pour les résidus des deux sites P0 et P-2. Dans la première classe, 

les domaines PDZ reconnaissent le motif S/T-X-Φ-COOH (Φ représente un résidu hydrophobe, 

X un acide aminé et COOH un groupement carboxylate libre) ; dans la deuxième classe, les 

domaines PDZ reconnaissent le motif Φ -X-Φ-COOH tandis que dans la troisième classe, les 

domaines PDZ reconnaissent le motif X -X-C-COOH (Figure 17). 
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Figure 17 : Structure du domaine PDZ3 de PSD-95 correspondant aux résidus (306-394) reproduit à partir de la 
référence83. En rouge le peptide, en bleu les liaisons hydrogènes représentées en pointillés et en vert les 

interactions hydrophobes. 

 

Les structures des complexes PDZ peptidiques montrent une boucle GLGF située à la fin du 

sillon de la liaison peptidique qui est également nommée boucle de liaison carboxylate. Dans 

le complexe, le ligand carboxylate terminal est coordiné par un réseau de liaisons hydrogène à 

des groupes amides de la chaîne principale de la boucle GLGF ainsi que par une molécule d’eau 

qui est coordinée par la chaîne latérale d’un résidu d’acide aminé tel que la lysine ou l’arginine 

au début de la boucle.83 La figure 17 représentée ci-dessus montre que les liaisons hydrogènes 

sont présentes entre l’azote de l’amide du résidu d’acide aminé valine (P0) et le groupe 

carbonyle de la phénylalanine 325 ainsi qu’entre l’oxygène du carbonyle de la thréonine (P-2) 

et l’azote de l’amide de l’isoleucine 327. En effet, ces interactions entre les chaînes principales 

avec le feuillet (βB)  sont responsables de la stabilisation du peptide dans le sillon de liaison et 

peuvent augmenter l’affinité de l’interaction. 
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1.4.3 Le Scribble humain et ses domaines PDZ 

La protéine Scribble humaine (hScrib) de 220 kDa et 1630 résidus d’acides aminés est 

l’homologue humain de la protéine suppresseur de tumeur, la Drosophile melanogaster. La 

hScrib se trouve au niveau des jonctions serrées de l’épithélium et des jonctions adhérentes. 

Les mutations dans les gènes du Scribble provoquent la rupture de la polarité cellulaire et 

conduisent à la prolifération des cellules épithéliales.84, 85 hScrib contient quatre domaines PDZ 

et seize « leucine-rich repeats » (LRRs) qui est un autre motif d’interaction protéine-protéine. 

Récemment, les protéines avec des domaines PDZ et LRRs ont été signalées comme ayant des 

fonctions communes dans le contrôle de la forme cellulaire et la polarité. Ces protéines sont des 

membres de la famille des protéines « LRR and PDZ domain » (LAP).85 Le Scribble fonctionne 

supposément comme une protéine d’échafaudage se liant aux protéines à l’aide de ces motifs 

de liaisons. Trois domaines de PDZ ; les PDZ 3, 4 et le tandem PDZ 3-4 (Figure 18), seront 

caractérisés au cours de cette thèse.  

 

Figure 18 : Représentation de la structure tridimensionnelle estimée de la PDZ 3 obtenue à l’aide du logiciel 
Phyre (A) (code PDB : (c2xkxB)), de la structure résolue de la PDZ 4 (B) (code PDB : (1uju)) et de la structure 

résolue du tandem PDZ 3-4 (C) (code PDB: (4WYT)). 

1.4.4 Les domaines PDZ et leur interactions avec les protéines virales 

Les protéines virales telles que celles du papillomavirus humain (HPV) et du virus T-

lymphotrope humain de type1 (HTLV1 Tax1) sont souvent les cibles des domaines PDZ 

entraînant une perturbation des processus cellulaires au cours du cycle de vie viral. Les HPV 

sont de petits virus non enveloppés avec un génome circulaire (ADN) d’environ 8kb. Il existe 

plus de 150 types de papillomavirus, dont environ 40 peuvent infecter les organes génitaux 

humains. Les deux oncoprotéines E6 et E7 du HPV ont un rôle important au cours de la 

réplication virale et dans la tumorigénèse.86, 87 L’oncoprotéine E6 a un certain nombre de 
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fonctions distinctes dans la cellule hôte, elle cible notamment la protéine de suppresseur de 

tumeur p53 par la formation d’un complexe trimérique avec l’ubiquitine ligase cellulaire 

E6AP.88, 89 E6 peut également bloquer l’activité transcriptionnelle de p53. De plus, la protéine 

E6 interagit avec les membres de la famille des protéines PDZ en se liant spécifiquement aux 

domaines PDZ et en favorisant la dégradation par le protéasome de plusieurs membres de la 

famille PDZ y compris la hDLG, MUPP-1 et hScrib.90-92 L’interaction de la protéine E6 avec 

les domaines PDZ est mediée par les séquences C-terminales du peptide correspondantes au 

motif X-[T/S]-X-[L/V] de la classe I des domaines PDZ93, 94 et est associée notamment au 

développement du cancer du col de l’utérus.95, 96 

Le virus T-lymphotrope humain de type1 (HTLV1 Tax1) est la cause de divers cancers comme 

les leucémies et lymphomes. Le HTLV appartient à la famille des Rétrovirus.97 Les rétrovirus 

sont des virus à ARN qui utilisent une enzyme appelée transcriptase inverse pour produire de 

l’ADN à partir de l’ARN. Le ou les récepteurs d’entrés du HTLV-1 dans la cellule ne sont pas 

connus. Une fois à l’intérieur de la cellule, ce virus synthétise des copies d’ADN via la 

transcriptase inverse et les intègre dans le génome de l’hôte en tant que provirus. 98 De plus, 

HTLV1 Tax1 contient dans sa partie C-terminale un motif de liaison de la PDZ ((PSD 

95/SAP90), Discs Large et Zonula Occludens-1)).99 Le hScrib se lie à l’extrémité C-terminale 

du HTLV1 Tax1 par l’intermédiaire de ses domaines PDZ plus précisément le domaine de la 

PDZ 2 et 4. Cependant HTLV1 Tax1 pourrait modifier les activités de hDlg et hScrib en 

modifiant leur localisation subcellulaire à travers les interactions avec leurs domaines PDZ.100  

1.4.5 Les différentes techniques présentes dans la littérature pour étudier 

l’interaction entre les domaines PDZ et les protéines virales  

Les interactions PDZ-peptide ont fait l’objet de nombreux travaux. Fournane et al se sont 

focalisés sur l’interaction de la MAGI-1 (Membrane-associated guanylate Kinase) qui contient 

six domaines PDZ avec des protéines virales telles que l’oncoprotéine E6 du HPV et le HTLV1 

Tax1 par résonance plasmonique de surface.101 D’après les résultats obtenus ils ont pu 

confirmer que les résidus situés à l’intérieur et à l’extérieur du motif de liaison PDZ canionique 

contribuent à la spécificité de l’interaction entre le domaine PDZ de MAGI-1 et le peptide 

HPV16E6. La structure cristallographique de la PDZ 3 de la protéine synaptique PSD-95 en 

présence et en absence du peptide a été déterminée avec une résolution de 1.8 Å et 2.3 Å 

respectivement.80 L’étude de ces deux structures a permis de révéler le mécanisme par lequel 
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un domaine PDZ reconnaît et se lie à l’extrémité C-terminale de plusieurs protéines. La 

structure tridimensionnelle du deuxième domaine de la PDZ de MAGI-1 seule ainsi que liée au 

peptide HPV16E6 a été résolue en RMN.102 Les résultats ont montré d’importants changements 

de la dynamique du squelette peptidique ainsi que dans les liaisons hydrogènes lors de la 

formation du complexe PDZ/HPV16E6. Une méthode de calcul nommée la MIEC-SVM, basée 

sur les composantes d’énergie moléculaire d’interaction, a été développée afin d’investiguer et 

de prédire la spécificité de la liaison entre les domaines de protéines et les peptides.103 Cette 

méthode a par exemple montré une utilité en permettant de discriminer entre les peptides selon 

leur capacité à se lier à la PDZ104. 

2 La stabilité des protéines  

 On peut trouver des organismes vivants dans une vaste gamme de conditions 

environnementales, notamment des conditions extrêmes avec des pH pouvant atteindre des 

valeurs de 1 jusqu’à 12, des températures faibles (-5°C) comme très hautes (110°C) ou encore 

une pression hydrostatique pouvant se situer entre 0,1 et 120 MPa.105 La capacité de survie de 

ces organismes dans de telles conditions est liée entre autre à la stabilité de leurs protéines, dont 

l’étude de la stabilité est essentielle à la compréhension de leur structure et fonction. La plupart 

des protéines ne sont stables qu’ à pH neutre et à température ambiante et donc sont facilement 

dénaturées par l’augmentation ou la diminution de la température, de la pression et du pH.106 

La stabilité des macromolécules biologiques est quantifiée par l’énergie libre standard ΔG, pour 

des réactions de repliement et dépliement sous des conditions physiologiques (température 

ambiante et pH neutre),107 l’effet hydrophobe et les liaisons hydrogènes étant les principaux 

facteurs déterminant la stabilité de la structure native de la protéine.108 

2.1 Le repliement et le dépliement des protéines  

Les protéines sont repliées et maintenues ensemble par plusieurs formes d’interactions 

moléculaires. Ces interactions comprennent les interactions hydrophobes, électrostatiques, 

liaisons hydrogène et les liaisons disulfures formées dans les protéines. Au sein de la chaîne 

polypeptidique, les chaînes latérales des acides aminés hydrophiles sont liées les unes aux autres 

d’une manière électrostatique. De la même façon, les chaînes latérales des acides aminés 

hydrophobes sont liées les unes aux autres et repoussées par les chaînes latérales des acides 

aminés hydrophiles. Ceci crée une force physique qui entraîne la chaîne linéaire de la protéine 
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à se replier de manière à permettre à un grand nombre d’acides aminés de même type d’être 

plus proches (Figure 19). Dans la plupart des protéines intracellulaires ou extracellulaires, le 

processus de pliage crée une forme globulaire, dans laquelle les acides aminés hydrophobes 

sont enfouis vers l’intérieur de la protéine et les acides aminés hydrophiles se retrouvent à la 

surface. Cette répartition entre les acides aminés stabilise la protéine109. 

 

Figure 19 : Schéma correspondant au dépliement et au repliement d'une protéine109 . 

 

L’intérêt d’étudier des protéines dépliées a connu une forte croissance en raison de leur 

importance dans les études des protéines repliées, notamment l’étude de leur stabilité et de leur 

fonction.110 Les protéines dépliées ont des entropies larges comparées aux protéines repliées en 

raison de rotation autour des liaisons du squelette polypeptidique ainsi que des chaînes latérales 

moins restreintes.108 Les protéines dépliées sont caractérisées par des séquences d’acides 

aminés désordonnées contenant peu de structure secondaire ordonnée telle que les hélices α ou 

les feuillets β.111 Il est important de noter qu’en plus du pH, la température et la composition 

du solvant, la modification de la séquence d’acides aminés peut également déstabiliser l’état 

natif d’une protéine.112 

2.2 Les facteurs qui affectent la stabilité des protéines  

Les protéines sont peu stables et facilement dénaturées par diverses contraintes telles que la 

température (chauffage, congélation), et la pression. La température est l’un des facteurs 

environnementaux les plus importants pour la vie, car elle influence la plupart des réactions 



1 - Introduction 

25 
 

biochimiques y compris le repliement et le dépliement des protéines. L’influence de la 

température est l’un des principaux facteurs qui sera étudié au cours de cette thèse.  

2.2.1 La température 

Les protéines ont une gamme de température limitée dans laquelle l’intégrité structurale est 

maintenue. En dehors de cette gamme, la dénaturation se produit entraînant une perte de la 

fonction ou une baisse de l’activité de la protéine. La plupart des protéines se dénaturent 

irréversiblement lors d’un traitement thermique, notamment via la formation d’agrégats causé 

par le dépliement de la protéine.113 Bien que la plupart des protéines soient thermolabiles, 

certaines protéines telles que celles trouvées dans les organismes hyper thermophiles sont 

connues pour être stables même à très haute température.114 Des études précédentes ont montré 

que la façon dont les protéines atteignent leur stabilité thermique est différente d’une protéine 

à l’autre. Plusieurs mécanismes ont été proposés afin d’expliquer la stabilité thermique des 

protéines telles que l’exposition du solvant à la surface, l’augmentation de la densité de 

compactage qui réduit les cavités dans le noyau hydrophobe, l’augmentation de 

l’hydrophobicité dans la zone centrale et l’augmentation des liaisons hydrogènes entre les 

résidus polaires.114  

De nombreuses formes de vie doivent faire face à une variété de conditions imposées par les 

changements climatiques. Une de ces contraintes environnementales, qui a un effet sur les 

nombreuses formes de vie, est le froid. Trois points importants peuvent menacer la vie à des 

températures inférieures à 0°C. 

Le premier point est lié à la formation des cristaux de glace qui causent des dommages 

physiques, surtout au niveau des tissus fragiles tels que les capillaires. En deuxième point, la 

congélation va empêcher la livraison de l’oxygène et des nutriments aux organes qui se fait par 

l’intermédiaire du sang et de l’hémolymphe. Enfin, le dernier point concerne la transformation 

d’environ deux tiers de l’eau du corps en glace qui a des effets osmotiques sur les cellules.115 

Pour éviter de se retrouver congelés, certains animaux s’adaptent au froid en maintenant leurs 

fluides corporels à l’état liquide à des températures qui sont bien en dessous de l’environnement 

prévu pour leur habitat et font face à chacun de ces points cités ci- dessus.116, 117 De plus, le 

froid a également un effet sur la stabilité et l’activité de la protéine. D’une part la diminution 

de la température conduit à la formation d’un système mieux ordonné. Or l’état natif de la 

protéine est censé être plus ordonné, ainsi le froid peut avoir pour effet de stabiliser la protéine. 
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Cependant, le phénomène de dénaturation des « protéines froides » est également connu depuis 

longtemps et de nombreuses enzymes étudiées en solution se sont avérées inactives à basses 

températures telles que l’acétyle-CoA hydrolase par exemple.118 Il existe de plus une classe 

spéciale de protéines adaptées au froid nommée protéines antigel (AFP) qui vont permettre à 

certaines bactéries, plantes et invertébrés de vivre dans des environnements froids en empêchant 

la congélation des cellules et des tissus.119 

2.3 Les hémocyanines  

Les protéines respiratoires sont des éléments clés de l’alimentation en oxygène chez tous les 

organismes vivants aérobiques en facilitant le transport et le stockage de l’oxygène. Trois types 

peuvent être distingués en fonction de la nature du site se liant à l’oxygène qui comprend un 

noyau de porphyrine contenant un ion de fer pour l’hémoglobine, une paire d’ions de fer pour 

l’hémérythrine et une paire d’ions de cuivre pour l’hémocyanine (Figure 20).120  

 

 

Figure 20 : Les différents types de protéines de transport d'oxygène : Hémoglobine, Hémérythrine et 
Hémocyanine. 

 

Au cours de cette thèse nous allons nous focaliser sur l’étude des hémocyanines (Hcs) qui sont 

de grosses protéines résultant de l’assemblage de plusieurs sous-unités pouvant aller jusqu’à 

des masses de plusieurs millions de daltons. Les hémocyanines sont des protéines 

extracellulaires présentes dans l’hémolymphe de plusieurs espèces d’arthropodes et de 

mollusques.121, 122 Les hémocyanines d’arthropode  se composent d’hexamères ou de multiples 

d’hexamères tel que (2 x 6 mers, 4 x 6 mers, 6 x 6 mers et 8 x 6 mers).122, 123 Chaque sous-unité 
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d’une masse moléculaire d’environ 72-75 kDa comprend un site actif contenant une paire 

d’atomes de cuivre qui se lie à une molécule de dioxygène et trois histidines de part et 

d’autre.124-126 Chaque sous-unité est constituée de trois domaines structuraux : le domaine N-

terminal qui est composé d’hélices α, le domaine central qui est principalement hélicoïdal 

contenant le site actif et le domaine C-terminal qui comprend des feuillets β.126, 127 Herskovits 

et al ont montré que les sous-unités au sein de chaque hexamère et les hexamères sont liés entre 

eux par des interactions hydrophiles et polaires.128 

 Les hémocyanines de mollusque sont des macromolécules cylindriques constituées de 10 à 20 

sous-unités ayant une masse allant jusqu’à 9 MDa. Les sous-unités ont huit domaines, chacun 

ayant une paire d’atomes de cuivre et une masse molaire de 50 kDa.129 Il existe différentes 

espèces d’hémocyanines qui se différencient les unes par rapport aux autres en fonction de la 

masse moléculaire, du nombre de sous-unités et des conditions de vie de l’organisme hôte. Trois 

espèces d’hémocyanines provenant d’organismes aux conditions de vie bien différentes vont 

être étudiées.  

2.3.1 L’hémocyanine de la tarentule Eurypelma californicum 

L’Eurypelma californicum Hc issue de l’araignée homonyme vivant dans le désert de 

l’Amérique du Nord, est adaptée à un environnement particulièrement hostile caractérisé par 

des larges fluctuations de température pouvant aller jusqu’à 70°C entre le jour et la nuit. Dans 

ces conditions extrêmes, l’alimentation en oxygène de l’animal doit être maintenue. Cela 

implique que sa protéine respiratoire hémocyanine doit être fortement adaptée aux changements 

environnementaux et doit conserver ses propriétés fonctionnelles telles que la coopérativité et 

la régulation allostérique de la fixation de l’oxygène.130 L’Eurypelma californicum Hc, d’une 

masse moléculaire de 1.7 MDa, est composée de 24 sous-unités qui appartiennent à sept types 

différents (a, b, c, d, e, f et g) qui sont représentés ci-dessous en différentes couleurs (Figure 

21). 



1 - Introduction 

28 
 

 

Figure 21 : Schéma de l’hémocyanine de tarentule construit sur la base de la microscopie électronique.131 Les 
sous-unités sont représentées en differentes couleurs a: vert, b: gris, c: marron, d: jaune, e: rose, f: bleu et g: 

rouge. 

 

Les sous-unités a, d, e, f et g ont une stœchiométrie de quatre tandis qu’elle est de deux pour 

les sous-unités b et c.132 Chaque sous-unité a des propriétés immunologiques et 

physicochimiques uniques mais un comportement similaire de liaison à l’oxygène.132, 133 

2.3.2 L’hémocyanine du limule Limulus polyphemus 

L’hémocyanine issue du crabe « sabot de cheval » vivant sur la côte Est de l’Amérique du nord 

et centrale à une profondeur allant de -30 à -1000 m requiert une certaine tolérance à la 

température et la salinité. L’hémocyanine du Limulus polyphemus est parmi les plus grandes 

protéines respiratoires trouvées dans la nature avec une masse moléculaire de 3.5 MDa.134 Cette 

protéine est composée de 48 sous-unités qui sont classées en huit hexamères. Ces sous-unités 

sont présentées avec un nombre différents de copies : six de type I, deux de type IIA, huit des 

types II, IIIA, IIIB et IV et quatre de type V et VI (Figure 22).135, 136  

 

Figure 22 : Schéma 3D du 8x6 mers du Limulus polyphemus. Les huit sous-unités sont indiquées en différentes 
couleurs : Rouge pour le type I, mauve pour type IIA, vert type II , jaune type IIIA, bleue type IIIB, violet type 

IV, blanc type V et noir type VI134. 

http://ac.els-cdn.com/S0022283606016342/1-s2.0-S0022283606016342-main.pdf?_tid=6c9b2820-27fb-11e5-a03c-00000aab0f02&acdnat=1436639831_6e0cd7b798ab27b1b9e61145083e1627#page=1
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Chaque type de sous-unité dispose d’une fonction précise et occupe une position spécifique 

dans le complexe 48-mérique.136, 137 La structure cristallographique des hémocyanines est restée 

longtemps inaccessible en comparaison à d’autres protéines respiratoires comme l’hémoglobine 

ou l’hémérythrine en raison de la grande longueur des chaînes polypeptidiques, l’hétérogénéité 

des sous-unités et la complexité des structures quaternaires. Seule la structure 

cristallographique de la sous-unité II du Limulus polyphemus (Lpol-II) a été obtenue avec une 

résolution de 2.4 Å.127, 138 La sous-unité Lpol-II présente une homologie de séquence de 60% 

avec la sous-unité a de l’Eurypelma californicum, calculée à partir des structures primaires 

entières de ces sous-unités.139 

2.3.3 L’hémocyanine de l’écrevisse Astacus leptodactylus  

L’Astacus leptodactylus hémocyanine est issue de l’écrevisse éponyme vivant dans le Sud-Est 

de l’Europe avec des étés chauds et des hivers froids. Cette espèce tolère une vaste gamme de 

fluctuation de température (4 - 32°C) et de teneur en sel de l’eau (4 - 44%) ainsi qu’une courte 

période de basse pression en oxygène.140 L’hémolymphe de l’Astacus leptodactylus contient 

deux oligomères d’hémocyanines : le 6-mer et le 12-mer. Au cours de cette thèse, nous nous 

sommes focalisés sur l’étude et la caractérisation de l’hémocyanine de l’Astacus leptodactylus 

sous la forme 12-mer de masse moléculaire 0.85 MDa. Le 12-mer se compose de deux 6-mer 

identiques, qui sont construits à partir de quatre types de sous-unités : α, α’, β et .141 La seule 

différence dans la composition des sous-unités de l’hexamère et du di-hexamère est la sous-

unité qui relie les deux hexamères dans ce dernier par la formation d’une liaison disulfure de 

nature covalente. La sous-unité α’ est responsable du contact inter- hexamères.141, 142 Le nombre 

relatif de 12-mer et 6-mer dépend de la température d’acclimatation, un nombre supérieur de 

12-mer étant produit à basse température (4 - 6°C). Ce phénomène est unique à l’Astacus 

leptodactylus.140 143 

2.4 Le transport de l’oxygène par les protéines respiratoires  

2.4.1 Les propriétés du site actif de l’hémocyanine 

Le site actif de l’hémocyanine est constitué de deux atomes de cuivre. L’oxygène y est stocké 

sous la forme de peroxyde reliant les deux atomes de cuivre et fait l’objet de régulations 

allostériques par la variation de la distance entre les deux atomes de cuivre. 

http://ac.els-cdn.com/S0022283606016342/1-s2.0-S0022283606016342-main.pdf?_tid=6c9b2820-27fb-11e5-a03c-00000aab0f02&acdnat=1436639831_6e0cd7b798ab27b1b9e61145083e1627#page=3
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 En effet, le processus d’oxygénation implique plusieurs changements significatifs dans le site 

de liaisons du cuivre des hémocyanines. Le dioxygène va être réduit par les Cu (I) pour former 

un peroxyde coordiné μ- 2: 2 entre les deux ions de cuivre dont le degré d’oxydation va passer 

à (II) (Figure 23).144  

 

 

Figure 23 : Site actif au cours de l'oxygénation des hémocyanines. 

 

Des études spectroscopiques telles que celles de spectrométrie d’absorption des rayons-X 

(EXAFS), ont montré que dans l’état oxygéné les atomes de cuivre adoptent une géométrie 

tétraédrique et sont séparés par une distance de 3.6 Å, les deux atomes d’oxygène du pont 

peroxyde se trouvant dans un environnement similaire.145, 146 Dans l’état désoxygéné, les 

atomes de cuivre ont également une géométrie tétraédrique mais se trouvent à une distance de 

4.6 Å. La sphère de coordination des atomes de cuivre est complétée dans l’état oxygéné comme 

dans l’état désoxygéné par trois résidus d’histidine.147 Peu d’informations sont disponibles dans 

la littérature sur l’état désoxygéné des hémocyanines car les ions cuivreux (+I) ne sont pas 

détectables par RPE, toutes les orbitales d du centre métallique étant pleines.  

2.4.2  La coopérativité de la liaison dioxygène 

Les protéines possédant des liaisons au dioxygène ne sont pas des monomères indépendants 

avec un seul site de liaison au dioxygène, mais sont présentes sous la forme d’espèces 

oligomériques contenant plusieurs sous-unités similaires. Les sous-unités sont maintenues 

ensemble par des forces de Van der Waals ou par des interactions fortes telles que les liaisons 

hydrogènes, ponts salins et des liaisons covalentes. Ainsi, la fixation ou la libération du 

http://ac.els-cdn.com/S0022283606016342/1-s2.0-S0022283606016342-main.pdf?_tid=6c9b2820-27fb-11e5-a03c-00000aab0f02&acdnat=1436639831_6e0cd7b798ab27b1b9e61145083e1627#page=7
http://ac.els-cdn.com/S0022283606016342/1-s2.0-S0022283606016342-main.pdf?_tid=6c9b2820-27fb-11e5-a03c-00000aab0f02&acdnat=1436639831_6e0cd7b798ab27b1b9e61145083e1627#page=7
http://ac.els-cdn.com/S0022283606016342/1-s2.0-S0022283606016342-main.pdf?_tid=6c9b2820-27fb-11e5-a03c-00000aab0f02&acdnat=1436639831_6e0cd7b798ab27b1b9e61145083e1627#page=10
http://ac.els-cdn.com/S0022283606016342/1-s2.0-S0022283606016342-main.pdf?_tid=6c9b2820-27fb-11e5-a03c-00000aab0f02&acdnat=1436639831_6e0cd7b798ab27b1b9e61145083e1627#page=10
http://ac.els-cdn.com/S0022283606016342/1-s2.0-S0022283606016342-main.pdf?_tid=6c9b2820-27fb-11e5-a03c-00000aab0f02&acdnat=1436639831_6e0cd7b798ab27b1b9e61145083e1627#page=12
http://ac.els-cdn.com/S0022283606016342/1-s2.0-S0022283606016342-main.pdf?_tid=6c9b2820-27fb-11e5-a03c-00000aab0f02&acdnat=1436639831_6e0cd7b798ab27b1b9e61145083e1627#page=13
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dioxygène à un seul site peut affecter l’affinité et la cinétique de liaison du dioxygène sur les 

autres sites.148 La liaison dioxygène est ainsi dite coopérative. Quand la coopérativité est 

positive, l’affinité du site vacant augmente avec l’occupation du site adjacent. Ce comportement 

où la liaison d’une molécule influence la liaison des molécules successives est désigné comme 

une interaction allostérique homotrope. Une interaction allostérique hétérotope se produit 

lorsque l’interaction entre la protéine et un autre type de molécules, comme par exemple le 

polyphosphate pour l’hémoglobine humaine, influence la liaison de la première molécule.149 

Ces molécules sont souvent appelées des effecteurs allostériques. Une des interactions 

allostériques hétérotopes couramment observée est l’effet de Bohr nommé d’après le biologiste 

Christian Bohr.  

2.4.2.1 L’effet de Bohr  

L’interaction entre les sous-unités de l’hémocyanine résulte en une coopérativité élevée de la 

liaison à l’oxygène, on observe également un effet important de molécules effectrices telles que 

des protons issus de l’acidité du milieu sur l’affinité pour l’oxygène. Cette corrélation entre 

l’affinité de l’oxygène et la liaison de la protéine à des protons a été découverte en premier pour 

l’hémoglobine et est dénommé effet de Bohr lorsqu’elle est négative comme c’est le cas de la 

plupart des protéines respiratoires ou effet de Bohr inverse lorsqu’elle est positive.150 Ainsi, à 

un faible degré d’oxygénation et un pH physiologique, les protons liés à l’hémocyanine 

favorisent la liaison à l’oxygène, alors qu’à haut degré d’oxygénation, les protons liés à 

l’hémocyanine vont favoriser la libération de l’oxygène. Par conséquent, les protons dans le 

sang de l’araignée, le crabe et l’écrevisse vont agir comme des activateurs ou des inhibiteurs 

allostériques de l’oxygène en fonction du degré d’oxygénation de l’hémocyanine. 

Plusieurs modèles complexes tels que Koshland-Nemethy-Filmer (KNF) et Monod-Wyman-

Changeux (MWC) ont été mis au point pour décrire les transitions conformationnelles des sous-

unités au sein de l’oligomère 151 152. 

2.4.2.2 Le modèle Monod-Wyman-Changeux (MWC) 

Différents modèles ont été proposés afin d’étudier le mécanisme moléculaire des interactions 

allostériques des hémocyanines.153, 154 Le modèle le plus adapté est le MWC152. Ce modèle est 

composé de deux éléments principaux : le premier est de considérer que la protéine possède au 

moins deux sites de liaison différents dont un est le site actif de l’enzyme et le deuxième est le 
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site de régulation. Le deuxième élément est de considérer que la protéine existe sous deux états 

conformationnels, un état tendu T dans lequel les sites ont une faible affinité pour le ligand et 

un état relâché R où les sites ont une forte affinité pour le ligand.155 L’équilibre entre les deux 

conformations est caractérisé par une constante allostérique L0 = [R0] / [T0]  

Les hémocyanines des arthropodes composés de plus de six sous-unités ne peuvent pas être 

décrites par le modèle simple du MWC mais sont en bon accord avec une extension de ce 

modèle appelé modèle emboîté (Nested) MWC. Celui-ci est caractérisé par quatre 

conformations (tT, tR, rR, et rT).124 Les deux unités allostériques des molécules natives ne 

peuvent pas adopter toutes les conformations possibles indépendamment les unes des autres, la 

conformation rR peut se produire uniquement avec rR et tR et la conformation rT seulement 

avec rT et tR. Cela signifie que les deux unités allostériques sont couplées de façon que seules 

certaines combinaisons de conformation soient possibles.156 Des effecteurs allostériques tels 

que les protons et le lactate peuvent déplacer l’équilibre entre ces conformations.  

2.4.3 Les différentes méthodes d’analyses présentes dans la littérature 

pour caractériser les hémocyanines 

La complexité des hémocyanines due à leur grande taille, par rapport à l’hémoglobine ou 

l’hémérythrine, rend généralement plus complexe leur caractérisation détaillée. L’analyse de la 

stabilité des hémocyanines a été caractérisée par diverses méthodes. La stabilité thermique des 

huit unités fonctionnelles de l’hémocyanine β du mollusque gastropodan helix pomatia, a été 

étudiée par spectroscopie FTIR. La plupart des unités fonctionnelles ont été trouvées stables 

dans la gamme de température allant de 77 à 83 °C.157 Pavlina et al se sont focalisés sur l’étude 

de la stabilité de la structure quaternaire des hémocyanines de L. polyphemus et de P. vulgaris 

en utilisant la spectroscopie de fluorescence et des agents de dénaturation. Il a été observé que 

la structure quaternaire des protéines Hcs est stabilisée par les forces polaires et hydrophiles et 

leurs procédures de dénaturation sont constituées de deux étapes, commençant par la 

dissociation de la molécule native en ses sous-unités puis par une dénaturation des sous-

unités.158 La stabilité thermique de l’hémocyanine du L. polyphemus et E. californicum a été 

étudiée par dichroïsme circulaire (Far-UV-CD). Les deux formes oxygénées de ces arthropodes 

sont thermostables avec des températures de fusion de 91 et 92.5°C respectivement.159 Au-delà 

de leur stabilité, l’analyse des états d’oxygénation des hémocyanines a été rapportée par 

différentes méthodes. Decker et al ont étudié les structures quaternaires de l’état oxygéné et 
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désoxygéné de l’hémocyanine de la tarentule en utilisant la diffusion des rayons X aux petits 

angles (SAXS).160 Des différences considérables ont été observées entre les deux états 

d’oxygénation ainsi que des changements au niveau de la structure quaternaire à différents 

niveaux structuraux des sous-unités de la protéine. Brouwer et al ont cherché à étudier les 

formes oxygénées et désoxygénées de l’hémocyanine helix pomatia et L. polyphemus par 

« Stopped flow » ainsi que par des expériences de vitesse de sédimentation.161 Ils ont conclu 

que la forme oxygénée de l’hémocyanine du L.polyphemus et l’helix pomatia se dissocie plus 

rapidement que les formes désoxygénées lorsque le calcium est éliminé à un pH basique et que 

les changements de structure quaternaire des deux hémocyanines induites par l’oxygénation 

affectent la stabilité structurale des oligomères. 
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Objectifs de la thèse 

 

 Interactions Adx/AdR  

Les interactions protéines-protéines sont essentielles pour pratiquement tous les 

processus biologiques, dans la formation de structures macromoléculaires et cellulaires 

et dans des complexes enzymatiques responsables de la régulation des voies de 

signalisation. Bien que les propriétés des systèmes Adx et AdR aient été étudiées 

extensivement, le mécanisme de transfert d’électron est encore mal connu. Lors de cette 

thèse nous allons appliquer les méthodes de spectroscopies Raman et infrarouge à 

l’étude de l’interaction entre ces différentes protéines afin d’apporter de nouvelles 

données pour compléter la compréhension de ce mécanisme d’échange électronique. 

 

 Interactions PDZ et peptides viraux  

L’étude de l’interaction entre les domaines PDZ et les peptides viraux présente un 

intérêt majeur et fournit des informations importantes dans la recherche de nouvelles 

cibles thérapeutiques antivirales. Comme la structure cristallographique de la PDZ3 de 

la protéine Scribble n’est pas encore résolue et qu’il n’existe que peu d’informations 

dans la littérature sur les PDZ3, PDZ4 et PDZ3-4 par comparaison au domaine PDZ1 

de la protéine MAGI-1, nous allons étudier dans le cadre de ce travail la structure 

secondaire et tertiaire de ces domaines en présence et en absence des peptides afin de 

pouvoir éventuellement estimer la structure et également observer les changements 

conformationnels qui se produisent lors de la formation des complexes. 

 

 Stabilité des hémocyanines et influence de l’oxygène sur la structure 
secondaire  

A notre connaissance, il n’existe aucune donnée concernant la stabilité des Hcs du L. 

polyphemus et E. californicum sous l’effet de très basses températures. L’objectif de ce 

projet sera de présenter une étude comparative de stabilité entre ces deux protéines tout 

en suivant l’évolution de la structure secondaire via la bande amide I en fonction de la 
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température. Cette dernière pourra être contrôlée à l’aide d’un système cryogénique 

permettant d’atteindre des températures basses de 20 K. 

Comme la fonction principale de ces protéines est le transport de l’oxygène, le deuxième 

objectif de ce projet sera d’étudier l’influence de la teneur en oxygène sur la structure 

secondaire des Hcs du L. polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus. Cette étude 

est à notre connaissance la première s’intéressant à l’influence de l’oxygène sur la 

structure secondaire. 
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1 Techniques de caractérisation 

Cette thèse se base sur plusieurs techniques de caractérisation principalement dans le domaine 

de la spectroscopie, tout d’abord la spectroscopie UV-Visible, puis la spectroscopie infrarouge 

et la spectroscopie Raman. 

1.1 La spectroscopie  

La spectroscopie est une méthode basée sur les interactions des rayonnements 

électromagnétiques avec la matière. Cette interaction peut produire une absorption, une 

émission ou une diffusion de la lumière. L’énergie du rayonnement électromagnétique est 

déterminée par l’équation suivante :  

                                 � = ℎ�     ;   =  . �      ;   � = ℎ�λ                                Equation 1 

E représente l’énergie du rayonnement en Joule (J), h la constante de Planck (6.626 x 10-34 J.s), 

λ la longueur d’onde en m, c la vitesse de la lumière dans le vide (3x 108 m.s-1) et  la fréquence 

en Hz. 

Les rayonnements électromagnétiques sont classés en fonction de leurs fréquences ou de leurs 

longueurs d’onde et comprennent les ondes radio, les micro-ondes, l’infrarouge, le visible, 

l’ultraviolet, les rayons X et les rayons gamma (Figure 1).  

L’interaction du rayonnement électromagnétique avec la matière peut induire des phénomènes 

différents en fonction de l’énergie du rayonnement. Par exemple, les rayonnements gamma de 

très haute énergie sont impliqués dans le changement de la configuration du noyau, alors que 

les rayonnements de faible énergie de type radiofréquence induisent des changements de spin. 
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Figure 1 : Représentation du spectre électromagnétique.1  

1.2 Spectroscopie UV/Visible 

L’absorption du rayonnement électromagnétique dans le domaine spectral UV/Visible conduit 

à des transitions électroniques induisant une excitation d’électrons à partir d’une orbitale 

moléculaire occupée vers une orbitale moléculaire non-occupée de plus haute énergie.2, 

3 Typiquement ces transitions électroniques détectées sont dans le proche ultraviolet (200-400 

nm) et dans la gamme de la lumière visible (400-800 nm). 

La spectroscopie UV/Visible est une technique importante pour l’étude des protéines 

principalement dans la gamme spectrale de 200 à 800 nm, puisque de nombreux résidus 

d’acides aminés et des cofacteurs y présentent des coefficients d’extinction molaire élevés et 

sont donc facilement détectables même à des faibles concentrations.  

 En spectroscopie UV/Visible, l’absorption d’un échantillon est mesurée en représentant 

l’absorbance en fonction de la longueur d’onde. L’absorbance est reliée à la concentration de 

l’échantillon et au coefficient d’extinction molaire, par la loi de Beer-Lambert. 

                          = − log = − log �� =                             Equation 2 

 représente l’absorbance, I0 l’intensité de la lumière incidente, I l’intensité de la lumière 

sortante,  le coefficient d’extinction molaire (mol-1.L.cm-1), l le chemin optique en cm et c la 

concentration de l’échantillon en mol.L-1. Cette technique est utilisée pour déterminer la 

concentration des différentes protéines étudiées au cours de mon travail de thèse. 
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1.3 Spectroscopie infrarouge  

La spectroscopie infrarouge (IR) est l’une des techniques les plus importantes utilisées pour 

l’identification des composés et la détermination de leurs structures. L’un des avantages 

principaux de l’IR est l’étude de l’échantillon à l’état liquide, poudre ou sous forme d’un film 

sec. 4 L’énergie du rayonnement infrarouge se situe entre le visible et les micro-ondes (Figure 

1). Ce domaine est divisé en trois régions : le proche infrarouge (NIR) (13000-4000 cm-1), le 

moyen infrarouge (MIR) (4000-600 cm-1) et le lointain infrarouge (FIR) (600-10 cm-1). 

L’absorption du rayonnement IR résulte des changements des modes de vibration ou de rotation 

des molécules. Pour une molécule linéaire ou non linéaire formée de N atomes, il existe 3N-5 

et 3N-6 modes normaux de vibration. 5 Ces modes de vibrations sont actifs en IR seulement si 

le moment dipolaire de la molécule change au cours de la vibration. Pour une molécule 

composée de deux atomes A et B, les fréquences de vibrations peuvent être modélisées à partir 

d’un oscillateur harmonique. La fréquence d’oscillation d’un mode de vibration est décrite 

par l’équation (3) qui découle de la loi de Hooke.5-7 

                   = �� √�
                                     = m  . m+                Equation 3  

où  est le nombre d’onde en cm-1,  la constante de force de la liaison considérée en N.m-1 et 

µ la masse réduite en kg. D’après l’équation 3, si la constante de force  augmente ou bien la 

masse réduite µ diminue, le nombre d’onde se déplace vers des valeurs plus élevées et vice-

versa. La masse réduite est influencée par le marquage isotopique des atomes d’une molécule 

ce qui implique que le changement dans la masse va induire un changement dans la fréquence. 

Deux types de modes normaux de vibration sont observés en spectroscopie infrarouge ; les 

vibrations d’élongation qui mettent en jeu la longueur de la liaison et les vibrations de 

déformation qui correspondent à des changements au niveau des angles de liaison (Figure 2).  
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Figure 2 : Les différents modes normaux de vibration observés en IR. 

1.4 Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) 

L’interféromètre le plus couramment utilisé dans la spectrométrie IRTF est l’interféromètre de 

Michelson.8 Ce dernier est composé de deux miroirs dont l’un est mobile et l’autre est fixe. Le 

rayonnement infrarouge provenant d’une source Globar pour l’infrarouge moyen (MIR) ou bien 

d’une source à vapeurs de mercure pour l’infrarouge lointain (FIR) va heurter la lame 

séparatrice qui se trouve dans le plan des deux miroirs. Il en résulte que la moitié du 

rayonnement est réfléchie sur le miroir mobile et la moitié est transmise sur le miroir fixe. 

Ensuite, ces deux faisceaux sont réfléchis vers la lame séparatrice via les deux miroirs où ils se 

recombinent. De nouveau le faisceau est divisé en deux fractions égales dont une fraction va 

passer à travers l’échantillon pour atteindre le détecteur (faisceau transmis) tandis que la 

deuxième fraction est réfléchie dans la direction de la source (faisceau réfléchi) (Figure 3). 
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Figure 3 : Fonctionnement d’un interféromètre de Michelson.9 

Le miroir mobile est la composante la plus importante de l’interféromètre et sa vitesse est 

contrôlée à l’aide d’un laser hélium-néon. En fonction de la position du miroir, le rayonnement 

infrarouge donnera lieu à des interférences soit constructives soit destructives quand il se 

recombine au niveau de la lame séparatrice produisant alors un interférogramme. Enfin, la 

transformation de Fourier est utilisée pour convertir l’interférogramme en un spectre donné en 

nombre d’onde (Figure 4).  



2 - Matériels et méthodes expérimentales 

51 
 

 

Figure 4 : En (A) l'interférogramme et en (B) le spectre d'absorption obtenu après la transformée de Fourier.5 

Les équations essentielles pour la transformée de Fourier sont les suivantes : � = ∫ ṽ cos 2� ṽ ṽ ∞
                                         Equation 4 

                   ṽ = ∫ � cos 2� ṽ+∞−∞                                           Equation 5 

 

avec ṽ le nombre d’onde en cm-1, I l’intensité de l’interférogramme,  la différence du chemin 

optique entre les deux faisceaux et ṽ  la puissance de la densité spectrale. L’équation 4 décrit 

la variation de l’intensité en fonction de la différence de la longueur du trajet optique alors que 

l’équation 5 représente la variation de l’intensité en fonction du nombre d’onde.  

1.4.1 Les éléments optiques et l’appareillage  

Tous les spectres mesurés au cours de cette thèse ont été effectués sur un spectromètre 

infrarouge à transformée de Fourier Vertex 70 Bruker. Le spectromètre a été purgé à l’air sec 

afin d’éviter la contribution de l’humidité. 

Pour obtenir un spectre infrarouge d’un échantillon dans la gamme spectrale souhaitée, 

l’optique doit être adapté d’une manière adéquate. Ces modifications concernent 

principalement la source, le détecteur et la séparatrice. Les éléments optiques appropriés pour 

chaque domaine spectral sont représentés dans le Tableau 1. 
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Eléments optiques Moyen infrarouge Lointain infrarouge 

Source Globar Lampe à vapeur de mercure 

Détecteur 

Mercure Cadmium Tellure 

(MCT) refroidi à l’azote 

liquide 

Sulfate de Triglycine 

Deutéré (DTGS) 

Séparatrice 
Bromure de potassium 

(KBr) 
Silicium 

Tableau 1 : Equipements utilisés pour la réalisation des mesures en infrarouge en fonction de la gamme spectrale 
étudiée. 

1.5 La spectroscopie infrarouge des protéines  

Les protéines sont des macromolécules biologiques composées d’une ou de plusieurs chaînes 

d’acides aminés liés entre eux par des liaisons polypeptidiques. La spectroscopie infrarouge des 

protéines permet de visualiser les contributions des modes de vibration du squelette 

polypeptidique notamment ceux des fonctions amides, des cofacteurs et des chaînes latérales 

d’acides aminés.10 11 12, 13 14 

Les bandes amides sont les signaux caractéristiques trouvés dans les spectres infrarouges des 

protéines et des polypeptides. Le spectre typique d’absorption en εIR et en FIR d’une protéine 

est indiqué sur la Figure 5 et les attributions des différents modes de vibration des bandes amide 

sont représentées dans le Tableau 2.  
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Figure 5 : Spectre d'absorption d'une protéine dans l’infrarouge moyen (A) et dans l’infrarouge lointain (B). 

Bandes Amides Nombre d’onde (cm-1) Modes de Vibrations 

Amide A ~ 3300 (N-H), (O-H), 

Amide B 3100-3050 (N-H) 

Amide I 1700-1600 80% (C=O), (C-N), δ(N-H) 

Amide II 1580-1480 60% δ(N-H), (C-N) 

Amide III 1400-1200 
δ(N-H), δ(C-N), (C=O), 

δ(N-C=O) 

Amide IV 780-650 δ(C=O) dans le plan, (C-C) 

Amide V 600-540 δ(C-N) torsion 

Amide VI 540-500 
δ(C=O) dans le plan et à 

l’extérieur du plan 

Amide VII 290-250 δ(N-H) à l’extérieur du plan 

Tableau 2 : Contribution des bandes amide du squelette polypeptidique dans l’infrarouge moyen et lointain.15-17 
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Parmi les bandes amide observées ci-dessus, la bande amide I est spécifique de la structure 

secondaire de la protéine et est utilisée pour suivre les changements conformationnels induits 

en fonction de nombreux paramètres physico-chimiques tels que la température et le pH. 

1.5.1 Analyse de la structure secondaire 

Afin de déterminer la structure secondaire d’une protéine, sa bande amide I est décomposée à 

l’aide du logiciel Origin (version 8.5).18, 19 La décomposition de la bande amide I en plusieurs 

composantes caractéristiques des différents éléments de la structure secondaire tels que les 

hélices α, les feuillets β intra et intermoléculaires, les β coudes et la structure désordonnée est 

calculée avec des composantes déterminées précédemment à l’aide de la dérivée seconde de la 

bande amide I. La dérivée seconde permet de déterminer le nombre et les positions 

approximatives des différentes composantes de la bande amide I. La déconvolution est réalisée 

à l’aide d’un profil Gaussien de chaque composante et une optimisation consécutive 

d’amplitudes, des positions et des largeurs à mi-hauteur des bandes individuelles. Ensuite, la 

surface de chaque bande individuelle est utilisée pour calculer la contribution relative des 

composantes de la structure secondaire de la protéine par rapport à la surface totale de la bande 

amide I. L’erreur liée au programme utilisé pour la déconvolution ainsi qu’à la correction de la 

ligne de base est estimée à environ ± 3,5%. Le Tableau 3 résume les positions des différentes 

composantes de la bande amide I. 

Structure secondaire H2O (cm-1) D2O (cm-1) 

Hélices α 1648-1657 1642-1660 

Feuillets-β parallèles 1623-1641 1615-1638 

Feuillets-β antiparallèles 1674-1695 /1615-1627 1672-1694/1613-1625 

β-coudes 1662-1686 1653-1691 

Structures désordonnées 1642-1657 1639-1654 

Tableau 3 : Attribution des positions des structures secondaires de la bande amide I.20 21, 22 

En spectroscopie infrarouge des protéines, travailler dans un solvant deutéré (D2O) est 

fréquemment utilisé car il permet de mieux séparer les hélices α de la structure désordonnée. 

Ces deux structures se retrouvent chevauchées dans le cas d’un solvant H2O. La structure 
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secondaire est sensible à l’échange H2O/D2O, en effet la bande amide II est extrêmement 

sensible au solvant deutéré car sa composante majeure est le mode de vibration δ (N-H), 

l’échange (H/D) induit un déplacement de plusieurs cm-1 vers des basses fréquences.  

1.6 La spectroscopie Infrarouge en mode de transmission  

La spectroscopie IRTF en mode de transmission est utilisée pour étudier des échantillons secs 

ou en solution. Le principe de cette méthode consiste à déposer 5 µl d’échantillon sur une 

fenêtre en fluorure de calcium (CaF2) biseautée que l’on recouvre par une deuxième fenêtre en 

CaF2 et de part et d’autre de joints pour assurer l’étanchéité du système (Figure 6). Le choix de 

la fenêtre dépend de la gamme spectrale étudiée. Par exemple, les fenêtres en silicium ou en 

polyéthylène sont utilisées pour les mesures dans l’infrarouge lointain tandis que les fenêtres 

en CaF2 et en fluorure de baryum (BaF2) sont destinées aux mesures en infrarouge moyen. 

Ensuite, ces fenêtres sont placées dans un support métallique et connectées à un bain 

thermostaté qui permet de réguler la température.  

 

Figure 6 : Schéma des différentes parties constituant la cellule de mesure d'absorption infrarouge.23 

Cette cellule a été utilisée au cours de cette thèse pour suivre l’évolution de la structure 

secondaire des protéines hémocyanines en fonction de la température appliquée notamment des 

températures de chauffage. Ces mesures ont été effectuées en solution. Les spectres infrarouges 

ont été obtenus dans la gamme de température allant de 15 à 75°C avec un temps d’équilibre à 

chaque température de 10 min. Au total, cinq spectres moyennés sont obtenus avec une 

accumulation de 256 scans et une résolution de 4 cm-1. 
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1.6.1 Spectroscopie infrarouge IRTF couplée au cryostat 

Un système cryogénique a été mis en place dans le but de travailler à très basse température 

allant jusqu’à 10 K, afin de suivre la stabilité des hémocyanines. Pour réaliser ces mesures, 2µl 

de protéine sont déposés sur une fenêtre en CaF2 de deux mm d’épaisseur et laissés sécher à 

l’air libre. Ensuite, cette fenêtre est placée dans un porte échantillon en cuivre (Figure 7A) et le 

système est monté sur une tête froide d’un cryostat à hélium à circuit fermé (Modèle DE-202 

AE, Advanced Research Scientific, Allentown, PA, USA). 

 

Figure 7 : Descriptif des différents compartiments du cryostat à hélium. 

Ce système cryogénique ainsi que le porte échantillon fonctionnent avec un vide de l’ordre de 

1x10-7 mbar. Cette pression est maintenue constante durant toute la période de l’expérience. La 

sonde qui se retrouve au niveau de la fenêtre en CaF2, permet de fixer la température de 

l’échantillon. Cette température est régulée à l’aide d’une résistance chauffante (Figure 7B) et 

est suivie par un contrôleur de température numérique (Model 9700-1-1, Scientific Instruments, 

West Palm Beach, FL, USA). Pour nos expériences, la gamme de température étudiée est 

comprise entre 294 et 10 K. 

1.6.1.1  Calcul de la dérivation moyenne  

La dérivation moyenne entre les deux mesures réalisées par le cryostat et l’ATR a été calculée 

et moyennée pour chaque élément de la structure secondaire. La déviation standard a été 

calculée suite à l’application de la formule suivante. 

=  √∑ � − �̅�  
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Après avoir calculé la moyenne qui correspond à �̅, cette dernière a été soustraite de chaque 

observation � et ensuite divisé par le nombre total d’observation �.  

1.6.2 Spectroscopie infrarouge couplée à l’électrochimie  

Afin de suivre les changements conformationnels au cours de la réaction d’oxydoréduction de 

la protéine, la cellule électrochimique en couche mince a été utilisée.24 Cette cellule est 

composée d’un corps en PVC avec quatre entrées dont trois qui servent à connecter l’électrode 

de travail (une grille en or), la contre électrode (une feuille de platine) et l’électrode de référence 

qui est en chlorure d’argent (Ag/AgCl 3ε KCl) (+208 mV pour SHE). La quatrième entrée sert 

à remplir la cellule avec le tampon (Figure 8A). La cellule électrochimique est maintenue dans 

le corps en PVC entre deux fenêtres en CaF2 et deux joints de part et d’autre de chaque fenêtre 

afin d’assurer l’étanchéité de la cellule. Ensuite, l’ensemble est maintenu entre deux plaques 

métalliques qui se vissent créant ainsi un trajet optique de longueur inférieure à 10µm (Figure 

8B). Enfin le système est transféré dans le spectromètre infrarouge et connecté au potentiostat 

par l’intermédiaire des trois électrodes et est maintenu à température constante (5°C) grâce à 

un bain thermostaté. 

 

Figure 8 : Schéma de la cellule électrochimique en (A) avant assemblage et en (B) après assemblage. 

L’électrode de travail, la grille d’or, est modifiée, au préalable, avec une solution d’acide 3-

mercaptopropionique de concentration 2 mM et de cystéamine 2 mM au moins une heure afin 

d’éviter la dénaturation de la protéine (Figure 9). 
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Figure 9 : Représentation de la grille d'or modifiée. 

Les protéines possèdent souvent des cofacteurs qui sont cachés profondément à l’intérieur de 

leur structure, le transfert d’électron entre les cofacteurs et l’électrode de travail est donc assez 

lent. Pour favoriser le transfert d’électrons, les protéines étudiées ont été pré-incubées avec un 

mélange de 19 médiateurs pendant 35 min (Tableau 4). Ces derniers ont été choisis de façon 

appropriée afin de couvrir la gamme de potentiel de - 600 à + 600 mV vs. Ag/AgCl 3M KCl.25 

Ces médiateurs ont une concentration finale inférieure à 25 µM largement inférieure à celle de 

la protéine qui est de l’ordre de 1mε et donc ne contribuent pas aux spectres FTIR. 26, 27 

Produits 
Em (mV) 

vs. Ag/AgCl 3M KCl 
Solvant 

(Ferrocenylméthyle) 

triméthylammoniumiodide 
607 Ethanol 

Acide 1,1’- ferrocène dicarboxylique 436 Ethanol 

Hexacyanoferrate (II) de potassium  
trihydraté 

212 Eau 

1,1’- diméthylferrocène 133 Ethanol 

Quinhydrone 70 Ethanol 

Tetrachloro 1,4-benzoquinone  72 Acétone 

N, N, N’, N’−tétraméthyl-p-

phénylènediamine 
62 Eau 
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2,6−dichlorophenolin 

-dophénol sel de sodium hydrate 
9 Ethanol 

Chlorure d’hexaamineruthénium (III) -8 Eau 

Acide Anthraquinone sulfonique -23 Eau 

1,4-naphthoquinone hydraté -63 Ethanol 

Anthraquinone -108 Ethanol 

5−hydroxy-1,4-naphtoquinone -158 Ethanol 

Duroquinone -198 Ethanol 

Ménadione -220 Acétone 

2−hydroxyl-1,4 naphthoquinone -333 Ethanol 

Acide 9,10-antraquinone 

-2,6- disulfonique 
-433 Ethanol 

Rouge Neutre -515 Ethanol 

Dichlorure de méthylviologène hydraté -628 Eau 

Tableau 4 : Liste des 19 médiateurs utilisés dans les expériences de spectroélectrochimie. 

1.6.2.1 Spectroscopie différentielle 

La bande amide I d’une protéine en solution se chevauche avec la bande associée au mode de 

vibration de déformation des molécules d’eau. Ainsi, pour éliminer la contribution de l’eau et 

visualiser les changements structuraux apportés par la formation d’espèces oxydées ou réduites, 

la spectroscopie différentielle a été développée. 

 Le principe de cette technique consiste à appliquer un potentiel oxydant pour produire la forme 

oxydée de la protéine et ensuite un potentiel réducteur pour obtenir la forme réduite. Le 

potentiel appliqué pour Adx et AdR correspondant à la forme oxydée est de 0 mV et celui de la 

forme réduite est de - 600 mV.28 Ces deux spectres apparaissent identiques (Figure 10A). Or la 

soustraction du spectre de la forme oxydée du spectre de la forme réduite nous donne un spectre 
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différentiel (Figure 10B). Il est important de noter que les spectres différentiels obtenus ont été 

cyclés cinquante fois pendant une période de 12 h et les données ont été moyennées afin de 

diminuer la contribution de l’humidité. 

 

 

Figure 10 : Spectre d'absorption des formes oxydée et réduite de l'Adx en (A) et spectre differentiel en (B). 

Le spectre différentiel présente des bandes positives correspondant à la forme oxydée et des 

bandes négatives associées à la forme réduite. L’attribution des bandes est effectuée à l’aide 

des études déjà établies dans la littérature sur les acides aminés isolés et les cofacteurs.29  

Cette technique est utilisée pour déterminer les spectres différentiels de l’Adx, l’AdR et les 

différents complexes Adx/AdR. 

Le spectre différentiel fournit des informations concernant les changements conformationnels 

qui se produisent au cours de la réaction d’oxydo-réduction notamment au niveau des bandes 

amide I et II. De plus, la protonation et la déprotonation des résidus d’acides aminés acides tels 

que les acides aspartique et glutamique peuvent être détectées par des modifications au niveau 

de leurs contributions dans la région spectrale comprise entre 1750 et 1700 cm-1. 
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1.7 Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier en mode 

réflexion totale atténuée (ATR) 

Cette technique a été développée par Harrick et al et est basée sur le phénomène de réflexion 

totale interne.30, 31 32 Le principe de la spectroscopie FTIR en mode ATR est illustré ci-dessous 

(Figure 11). 

 

Figure 11 : Représentation schématique du principe de l'ATR. 

Le faisceau infrarouge se propage dans un cristal transparent d’indice de réfraction n1 nommé 

l’élément de réflexion interne qui est bien supérieur à celui de l’échantillon. L’échantillon est 

placé sur la surface du cristal dans un milieu d’indice de réfraction n2.  

Si n1 est supérieur à n2 la réflexion totale interne se produit à l’interface des deux milieux, si 

l’angle d’incidence du faisceau est supérieur à l’angle critique. Cependant, à chaque réflexion 

interne, une onde évanescente pénètre dans l’échantillon. Cette onde possède un champ 

électrique qui interagit avec les modes de vibration de l’échantillon placé sur le cristal. Cette 

onde pénètre de quelques micromètres dans l’échantillon et la profondeur de pénétration � de 

l’onde évanescente est donnée par la relation suivante : 

 

                                                           � = ⁄√ �(�� �−( ⁄ ) )                                Equation 6 
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avec λ la longueur d’onde, n1 l’indice de réfraction interne, n2 l’indice de réfraction de 

l’échantillon et  l’angle d’incidence. 

Cependant, une atténuation du rayonnement réfléchi est induite par l’absorption d’une partie de 

l’énergie lorsqu’on s’approche de la longueur d’onde d’absorption de l’échantillon.  

La spectroscopie FTIR en mode ATR est très utile pour étudier des films de protéines, car elle 

permet de limiter la contribution de l’eau et nécessite une faible quantité d’échantillon (1-2µl) 

comparé au mode de transmission (8µl). 

1.8 Spectroscopie Raman et résonance Raman  

Il s’agit d’une spectroscopie donnant accès comme la spectroscopie infrarouge à l’énergie des 

transitions entre deux niveaux vibrationnels de la molécule. Le phénomène qui rentre en jeu 

dans le cas de la spectroscopie Raman est un phénomène de diffusion liée à la variation de la 

polarisabilité de la molécule au cours de la transition vibrationnelle. 

L’échantillon est soumis à une radiation monochromatique qui entraîne le passage des 

molécules à un niveau virtuel de plus grande énergie. Le retour au niveau électronique 

fondamental s’effectue ensuite soit sur le niveau vibrationnel initial, la raie correspondante est 

la raie de diffusion élastique Rayleigh, soit sur un autre niveau vibrationnel d’énergie plus faible 

ou plus grande. Les raies correspondantes sont les raies de diffusion inélastiques Stokes et anti-

Stokes qui correspondent aux fréquences des transitions vibrationnelles de la molécule et 

constituent l’effet Raman (Figure 12).33, 34 
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Figure 12 : Schéma du principe de l’effet Raman et de l’effet de résonance Raman.  

Cette technique présente divers avantages : elle requiert une faible quantité d’échantillon et de 

concentration de l’ordre du (µl et µM) et permet l’analyse des solutions aqueuses puisque les 

bandes d’absorption de l’eau sont beaucoup plus faibles comparées aux bandes d’absorption 

dans le spectre IR. L’interprétation des spectres est beaucoup plus simple car les bandes ne se 

chevauchent pas comparée aux spectres d’absorption infrarouge. Ces avantages sont toutefois 

limités par quelques phénomènes tels que la fluorescence.35 

La spectroscopie Raman peut donner des spectres de faible intensité. Une des stratégies utilisées 

pour augmenter l’intensité ainsi que la précision de détection est la spectroscopie de résonance 

Raman. La différence entre la spectroscopie Raman et la spectroscopie de résonance Raman est 

le niveau de l’excitation. En résonance Raman, la molécule est excitée au premier état 

électronique alors que dans la spectroscopie Raman, elle est excitée à un état virtuel (Figure 

12). Cette technique a été utilisée pour étudier l’interaction entre Adx et AdR ainsi que pour la 

caractérisation des états d’oxygénation des différentes espèces d’hémocyanines.  
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2 Préparation des échantillons 

2.1 Adrénodoxines, adrénodoxine réductase et cytochrome 

CYP106A2 

Ces protéines ont été préparées par Brigit Heider-Lips, Simon Janocha et Frank Hannemann au 

sein du laboratoire du Pr. Rita Bernhardt (Institut de Biochimie, Université de Saarland campus 

B2.2, 66123 Saarbrücken Allemagne) selon les protocoles suivants.36, 37 38  

Pour la forme marquée 54Fe Adx (4-108), le 54Fe a été dissous dans du HCl et introduit dans 

l’Adx (4-108), au cours de l’expression dans Escherichia coli selon le mode opératoire 

suivant39. La solution de fer (29.6 mg) a été dissoute dans 3 ml de HCl à 30% sous une agitation 

continue. Après la stérilisation et l’ajustement du pH à 7, 4 ml de cette solution de concentration 

0.94 mg/ml ont été ajoutés à la place de FeSO4 à 6 x 1000 ml milieu minimum M9 avec 1ml 

d’ampicilline (100 mg/ml) et 10 ml de pré-culture de l’Adx (4-108). L’expression et la 

purification du 54Fe Adx (4-108) de concentration finale 1.12 mM ont été réalisées comme 

décrit précédemment pour les échantillons non marqués.  

Pour les mesures réalisées par spectroscopie Raman, ces protéines sont solubilisées dans un 

tampon phosphate de potassium 20 mM KPI à pH 7.4. Les concentrations de ces échantillons 

sont de 1mM pour les différentes protéines d’Adx et 1.12 mM pour 54Fe Adx (4-108), 0.20 mM 

pour AdR et 0.4 mM pour le CYP106A2. Les différents complexes de ces protéines ont été 

préparés avec un mélange stœchiométrique 1:1. 

Pour les études réalisées par spectroscopie FTIR couplée à l’électrochimie, ces protéines ont 

été conditionnées dans un tampon phosphate de potassium 20 mM KPI avec 100 mM de KCl à 

pH 7.4. L’échange du tampon est fait à l’aide de membranes de filtration 10 kDa pour les 

protéines d’Adx et 30 kDa pour l’AdR (MWCO Amicon εillipore) et d’une centrifugeuse 5804 

R (Ependorf, Le Pecq, France). Les protéines ont été conditionnées avec ce tampon trois fois à 

une vitesse de 7000 tours/min pendant environ 40 min. La concentration finale de ces 

échantillons, déterminée par spectroscopie UV/Visible, est de 0.3 mM pour les protéines Adx 

et de 0.2 mε pour l’AdR. 
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2.2 Les domaines PDZ  

La purification de la PDZ3, PDZ4 et du tandem PDZ3-4 marqué à l’15N a été faite au 

Laboratoire de Biotechnologie et Signalisation Cellulaire, dans l’équipe Oncoprotéines à 

l’Université de Strasbourg en suivant le protocole de la PDZ1 MAGI-1 décrit par Charbonnier 

et al et Fournane et al.40, 41 Ces protéines ont été conditionnées dans un tampon phosphate 20 

mM (NaH2PO4 et Na2HPO4) avec 50 mM de NaCl à pH 6.8 et concentré à l’aide d’une 

membrane de filtration de 5 kDa (MWCO Amicon Millipore). La concentration finale de ces 

protéines, déterminée par la spectroscopie UV/Visible, est aux alentours de 2 mM.  

2.2.1 Synthèse des peptides  

Trois peptides correspondant à la partie C-terminale de HPV16E6 du papillomavirus humain et 

HTLV1 Tax1 virus T-lymphotrope humain de type1 ont été synthétisés à l’Institut de Génétique 

et de Biologie Moléculaire et Cellulaire à l’Université de Strasbourg. Ces peptides contiennent 

de l’acide trifluoroacétique (TFA). Ce composé présente une forte contribution dans la gamme 

spectrale comprise entre 1800 et 1200 cm-1 surtout au niveau de la bande amide I, d’où 

l’importance d’enlever sa contribution. La procédure de suppression de cet acide consiste à le 

lyophiliser et à le traiter avec une solution de HCl à différentes concentrations comme décrit 

précédemment par Andrushchenko et al et Roux et al.42, 43 Ces peptides ont été remis en 

suspension dans un tampon 20 mM (NaH2PO4 et Na2HPO4) avec 50 mM de NaCl à pH 6.8 et 

leur concentration finale est de 2.4 mM pour HPV16E6L (forme sauvage « Wild type »), 5mM 

pour HPV16E6V (forme mutée) et 2.96 mM pour HTLV1 Tax1.  

Le mélange de ces différents domaines de PDZ avec les peptides ont été préparés avec une 

stœchiométrie de 1:1.  

2.3 Les hémocyanines  

Les hémocyanines ont été préparées par le Pr. Nadja Hellmann au sein du laboratoire du Pr. 

Heinz Decker à l’Institut de Biophysique Moléculaire de l’Université de Mayence Jakob-

Welder-Weg 26, 55128 Allemagne. 

l’hémocyanine de Eurypelma californicum a été purifiée comme décrit précédemment par 

Hulber et al.44 L’hémocyanine de Limulus polyphemus  a été obtenue à partir de l’hémolymphe. 

L’hémolymphe bleue a été centrifugée pendant 30 min à 3300 g. Ensuite, le surnageant 
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dépourvu de cellules a également été centrifugé pendant 2h à 130 000g. Les culots 

d’hémocyanines sont ensuite remis en suspension dans un tampon de 100 mM Tris, 10 mM 

CaCl2, 10 mM MgCl2 à pH 7.8.45 

L’hémocyanine d’Astacus leptodactylus  a été purifiée à partir de l’hémolymphe. Cette dernière 

a été centrifugée pendant 20 min pour éliminer les débris cellulaires. Ensuite, le surnageant a 

été centrifugé pendant 6 h à 200 000 g à 4°C pour obtenir l’hémocyanine sous forme d’un culot. 

Ce dernier a été remis en suspension et appliqué sur une colonne d’exclusion afin de séparer 

l’hémocyanine 12-mer des agrégats ainsi que d’autres protéines.46 

Pour l’étude par spectroscopie FTIR couplée au cryostat ainsi que celle par FTIR en mode ATR 

et spectroscopie Raman, les hémocyanines de Eurypelma californicum, Limulus polyphemus et 

Astacus leptodactylus ont été conditionnées dans un tampon (20 mM Tris, 5 mM CaCl2, 5 mM 

MgCl2), (20 mM Tris, 10 mM CaCl2, 10 mM MgCl2 ,100 mM NaCl) et (20 mM Tris, 10 mM 

CaCl2, 10 mM MgCl2) respectivement. Le pH est ajusté dans le même tampon à des valeurs de 

7, 7.5 à 7.8 et 8.5. Concernant les mesures réalisées par spectroscopie FTIR en mode 

transmission, ces trois protéines ont été conditionnées dans le même tampon en présence de 

D2O. L’échange du tampon a été fait à l’aide de membranes de filtration 100 kDa (MWCO 

Amicon Millipore). Les protéines ont été centrifugées avec ce tampon trois fois à une vitesse 

de 4500 tours/min pendant environ 40 min. Les concentrations de ces protéines, déterminées 

par la spectroscopie UV/Visible, sont comprises entre 1 et 2 mM.  
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3 Conditions expérimentales 

3.1  Spectroscopie UV/Visible 

Les mesures d’absorption des différentes protéines ont été effectuées par un spectromètre 

UV/Visible Varian Cary 300 avec une cuve en quartz de trajet optique 1 cm. Ces mesures ont 

été réalisées afin de déterminer les concentrations des différentes protéines. Pour déterminer la 

concentration de chaque échantillon, 2µl de la solution de protéines ont été rajoutés à 500 µl de 

la solution dans laquelle l’échantillon a été conditionné. Ensuite, ces concentrations ont été 

obtenues par l’application de la loi de Beer-Lambert comme décrit précédemment dans la partie 

1.2. 

Protéines Coefficient d’extinction 
molaire ε (M-1 cm-1) 

Longueur d’onde λ (nm) 

Adx 9800 414 

AdR 11300 450 

CYP106A2 43890 280 

PDZ3 et PDZ3-4 1325.8 275 

PDZ4 2800 275 

Hémocyanines 20000 340 

Tableau 5 : Les coefficients d'extinction molaires et les longueurs d'onde des différentes protéines étudiées.  

3.2 Spectroscopie infrarouge en mode ATR 

Les spectres d’absorption en mode ATR des PDZ et des hémocyanines ont été obtenus en 

déposant 2µl d’échantillon sur un cristal en diamant laissés à sécher à l’air libre. Les différents 

éléments optiques tels que le détecteur, la source et la séparatrice ont été choisis en fonction de 

la gamme spectrale étudiée (voir la partie 1.4.1). Concernant les expériences de désoxygénation 

des hémocyanines, un léger flux d’argon est placé au-dessus du film sec d’échantillon pendant 

environ 20 minutes afin d’éliminer l’oxygène. Pour la réoxygénation, le flux d’argon est retiré 

et le film de protéine est rééquilibré à l’oxygène atmosphérique. Au total 20 spectres moyennés 
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sont obtenus avec une accumulation de 256 scans, une résolution de 4 cm-1 et une vitesse de 

balayage de 20 kHz. 

Concernant les mesures de la PDZ dans la gamme du lointain infrarouge, au total 5 spectres ont 

été moyennés et obtenus avec une accumulation de 256 scans, une résolution de 4 cm-1 et une 

vitesse de balayage de 2.5 kHz. La soustraction de l’humidité et le lissage des spectres de 3 à 6 

points ont été effectués si nécessaire. 

3.3 Spectroscopie Raman 

Toutes les mesures réalisées en spectroscopie Raman sont effectuées avec un spectromètre 

Raman Renishaw Invia Raman εicroscope équipée d’une caméra CCD (Charge coupled 

device) comme détecteur. Toutes les expériences ont été effectuées à une température ambiante 

avec une résolution de 1 cm-1, une accumulation de 35 à 50 spectres, un temps d’exposition de 

10 s. Les longueurs d’onde d’excitation appliquées sont 514 nm pour les protéines d’Adx, AdR, 

PDZ et les hémocyanines, et 457 nm pour le cytochrome CYP106A2. Ces longueurs d’onde 

sont atteintes à l’aide d’un laser à argon d’une puissance de 12.5 mW et 220 µW pour les 

longueurs d’onde d’excitation de 514 nm et 457 nm respectivement, focalisé sur l’échantillon 

à travers l’objectif d’un microscope 20 x et 50 x. Tous les spectres Raman ont été calibrés à 

l’aide de la fenêtre silicium comme référence. Les spectres Raman des différentes protéines, 

peptides et leurs complexes correspondants ont été obtenus en déposant entre 2 à 4µl 

d’échantillon sur une fenêtre en CaF2 dans la gamme spectrale allant de 1800 à 1200 cm-1 et 

une fenêtre en polyéthylène pour la gamme spectrale allant de 450 à 250 cm-1.  

En ce qui concerne les expériences d’oxygénation des hémocyanines à différents pH, une 

cellule construite au sein du laboratoire a été utilisée. Cette dernière est composée d’une fenêtre 

en CaF2 sur laquelle l’échantillon est déposé. La cellule est munie de deux orifices d’entrée dont 

le premier sert à faire passer le flux d’argon et le deuxième permet le passage du faisceau laser 

via le microscope au niveau de l’échantillon. Pour les expériences de désoxygénation, la cellule 

contenant l’échantillon est fermée dans un environnement d’argon pendant une période de 6 h. 

Pour la réoxygénation de l’échantillon, le flux d’argon a été retiré et le film de protéine a été 

rééquilibré avec l’oxygène atmosphérique pendant 20 min. Les spectres Raman des 

hémocyanines de L. polyphemus E. californicum et A. leptodactylus ont été lissés en utilisant 3 

points. 
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Introduction  

Les métalloprotéines qui contiennent un cluster fer-soufre telles que l’Adx, les flavoprotéines 

comme l’AdR et les hémoprotéines comme le cytochrome P450 sont des protéines qui 

possèdent la propriété de se lier entres elles via le mécanisme de transfert d’électrons. 

Ce chapitre est dédié à l’étude de l’interaction de l’adrénodoxine et sa partenaire redox 

l’adrénodoxine réductase avec le cytochrome P450 via la spectroscopie Raman et la 

spectroscopie infrarouge différentielle couplée à l’électrochimie afin d’apporter des 

informations sur les cofacteurs (Fe-S, FAD et l’hème b) ainsi que la structure secondaire des 

complexes. Ces informations pourront aider à mieux comprendre le mécanisme de transfert 

d’électrons entre ces protéines. Pour atteindre cet objectif, différentes mutations ont été ciblées 

dans des régions spécifiques de l’adrénodoxine comme le montre la Figure 14 de l’introduction.  

Diverses méthodes d’analyses ont déjà été utilisées afin de caractériser l’interaction entre ces 

protéines comme décrit précédemment dans l’introduction. A notre connaissance ces 

interactions n’ont jamais été étudiées par spectroscopies Raman et infrarouge. 

Dans un premier temps seront caractérisés les spectres individuels de chaque protéine, puis par 

la suite les différents complexes seront étudiés afin d’identifier les bandes caractéristiques ainsi 

que la contribution de chaque protéine. 
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1 Spectroscopie Raman de l’adrénodoxine et ses mutants  

Les spectres Raman de l’Adx WT, Adx (4-108), Adx S112W, Adx D113Y et Adx T54S; 

D113Y sont représenté dans la Figure 1A. Deux excitations à 457 et 514 nm ont été testées au 

cours de ces expériences. Les spectres d’Adx, AdR et leurs complexes correspondants, ont été 

obtenus avec une excitation de 514 nm. Le choix de cette excitation est lié à l’obtention d’une 

meilleure résolution spectrale surtout lors de la formation des complexes. 

 

Figure 1 : En (A) spectres Raman de l'Adx WT, Adx (4-108), Adx S112W, Adx D113Y, Adx T54S; D113Y et 
AdR dans la gamme spectrale de 430 à 250 cm-1 obtenus avec une excitation à 514 nm. En (B) schéma du cluster 

fer-soufre indiquant la position des modes bridging et terminaux du cluster [2Fe-2S]. 

Dans le spectre d’Adx WT, quatre bandes intenses à 387, 342, 328 et 285 cm-1 et deux bandes 

faibles à 415 et 312 cm-1 ont été observées. Les bandes situées à 328 et 342 cm-1 sont attribuées 

aux vibrations des modes terminaux du cluster Fe-St qui sont situés entre les résidus des acides 

aminés cystéines et le cluster fer-soufre alors que les bandes à 285, 387 et 415 cm-1 

correspondent aux vibrations des modes « bridging » qui se trouvent au sein du cluster Fe-Sb 

(Figure 1 B). La bande située à 312 cm-1 est attribuée aux vibrations Fe-St mais également aux 

vibrations des déformations S-C-C. Le résultat obtenu est en accord avec les études précédentes 

réalisées en spectroscopie Raman par Spiro et al sur l’adrénodoxine et la ferrédoxine sur la base 

d’un modèle structural ayant comme groupe de symétrie D2h.1-3 Le Tableau 1 regroupe les 
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attributions des différents modes de vibrations du cluster fer-soufre de l’Adx WT et les 

différents mutants.1, 2, 4, 5 

Modes de vibrations Références 
Adx 

WT 

Adx 

(4-108) 

Adx 

S112W 

Adx 

D113Y 

Adx 

T54S ; 

D113Y 

Adx 

littérature 5 

Fe
-S

 é
lo

ng
at

io
n 

B3u
b [1,2,5] 415 412 408 412 412 419.4 

Ag
b [1,4,5] 387 386 388 386 386 391.3 

B1u
t/ 

B2u
t /B2g

t [1,2,5] 342 340 339 338 340 340.2 

Agt/ B3g
t [1,2,5] 328 323 327 324 326 328.4 

B3u
t/B1u

b [1,2,5] 285 284 285 285 284 289.2 

dé
fo

rm
at

io
n

(S
-C

-C
) 

B1g
b/A1g

t/ 
B3g

t [1,2,5] 312 309 311 311 311 315 

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des bandes de vibrations des spectres Raman d'Adx WT et les différents 
mutants étudiés. Pour comparaison, les valeurs trouvées dans la littérature sur l’Adx sont reportées dans la 

dernière colonne. Les différentes valeurs sont représentées en cm-1. 

Sur le spectre de la forme tronquée Adx (4-108) (Figure 1A), les vibrations des modes bridging 

et terminaux du Fe-S observées à 412 et 323 cm-1 sont décalées de 3 à 5 cm-1 vers les bas 

nombres d’ondes comparé au spectre d’Adx WT. Ce résultat implique que l’absence de la partie 

C-terminale qui protège le cluster fer-soufre des molécules d’eau a induit un changement dans 

la géométrie du cluster [2Fe-2S].  

Il a été décrit dans la littérature que les angles dièdres de la chaîne latérale de la cystéine, ont 

une influence sur le couplage entre les vibrations de déformation S-C-C et d’élongation Fe-S.1 

La combinaison de vibrations d’élongation Fe-S avec les vibrations de déformation S-C-C 

dépend de l’angle dièdre du Fe-S-C-C qui est minimal à 90° et maximal à 180°. Mino et al ont 

montré que les liaisons hydrogènes sont assez fortes pour permettre une perturbation dans les 

fréquences des vibrations d’élongation Fe-S.5 

Un déplacement vers des faibles nombres d’onde des modes terminaux du cluster fer-soufre, 

comme dans notre cas, peut également être attribué à l’augmentation de la force de la liaison 

hydrogène du ligand au cluster.  
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Les résultats obtenus sont en accord avec des études précédentes réalisées en RPE et en 

dichroïsme circulaire sur l’Adx WT et la forme tronquée, qui ont révélé des changements 

structuraux plus prononcés dans le cas de la forme tronquée comparé à l’Adx WT.6  

En ce qui concerne le mutant Adx S112W, nous avons observé un déplacement de 415 cm-1 à 

408 cm-1 soit un décalage de 7 cm-1, des vibrations des modes bridging ainsi qu’un déplacement 

de 3 cm-1 des vibrations des modes terminaux de 342 à 339 cm-1 en comparaison avec le spectre 

de l’Adx WT (Figure 1A). 

Les autres mutants, dont la mutation se situe à côté de la première région d’interaction pour 

Adx D113Y et à proximité du cluster fer-soufre pour l’Adx T54S ; D113Y (Figure14 dans 

l’introduction) ont montré les mêmes changements mais avec un déplacement moins prononcé 

au niveau des modes de vibrations Fe-S b/t. Enfin, l’adrénodoxine réductase AdR (Figure 1A) 

n’a montré aucune contribution dans la gamme spectrale étudiée.  

1.1 Spectroscopie Raman des complexes Adx/AdR 

Après avoir identifié les bandes caractéristiques des différents mutants, les complexes ont été 

caractérisés par spectroscopie Raman (Figure 2).  

 

Figure 2 : Spectres Raman de l'Adx WT et du complexe Adx WT/AdR dans la gamme spectrale de 430 à 250 
cm-1 obtenus avec une excitation à 514 nm. 

Le profil spectral du complexe Adx WT/AdR a montré un déplacement de 1 à 3 cm-1 au niveau 

des modes de vibrations Fe-St : de 342 à 343 cm-1 et de 328 à 325 cm-1 en comparaison avec le 

spectre d’Adx WT. De plus, le complexe Adx WT/AdR révèle une augmentation de l’intensité 
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des bandes dans la gamme spectrale située entre 390 et 285 cm-1. Ces changements induits lors 

de la formation du complexe impliquent des changements conformationnels de 

l’environnement du cluster fer-soufre ainsi que de la géométrie de ce dernier.7-9  

La formation du complexe a engendré l’apparition de deux nouvelles bandes à 268 et 373 cm-1. 

L’augmentation du nombre de bandes lors de la formation du complexe pourrait être interprétée 

par une diminution de la symétrie du cluster fer-soufre lors de la complexation suite à des 

interactions avec l’AdR.2  

Les modes de vibrations Fe-Sb/t peuvent être influencés par la présence de liaisons hydrogène. 

En effet, la structure cristallographique du complexe Adx/AdR a montré un nombre important 

de molécules d’eau et de liaisons hydrogène entre les résidus du cluster [2Fe-2S] de l’Adx et 

l’anneau isoalloxazine FAD de l’AdR.10, 11 Ainsi, la variation des liaisons hydrogène à 

proximité du cluster [2Fe-2S] va avoir un effet sur les vibrations Fe-Sb/t et pourrait expliquer 

l’apparition des nouvelles bandes à 268 et 373 cm-1. De même les liaisons hydrogène peuvent 

affecter la géométrie du cluster et résulter en une exaltation de certains modes de vibrations Fe-

Sb/t. 12 

Yachandra et al, ont également décrit que les modes de vibrations Fe-Sb/t de la protéine Rieske 

ont montré des profils d’exaltation différents en raison de la légère différence d’énergie de la 

bande de transfert de charge du soufre vers le fer.2  

Le spectre Raman obtenu après interaction de la forme tronqué Adx (4-108) avec AdR est 

représenté dans la Figure 3 ci-dessous. 
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Figure 3 : Spectres Raman du 56Fe Adx (4-108), 54Fe Adx (4-108), complexe 56Fe Adx (4-108)/AdR et complexe 
54Fe Adx (4-108)/AdR dans la gamme spectrale de 430 à 250 cm-1 obtenus avec une excitation à 514 nm. 

A nouveau, sur le spectre du complexe 56Fe Adx (4-108)/AdR, le même comportement spectral 

a été observé avec un faible déplacement de 2 à 3 cm-1 dans les modes de vibrations Fe-St : de 

340 à 338 cm-1 et de 323 à 326 cm-1 en comparaison avec le spectre d’Adx (4-108) (Figure 1A). 

On a également observé un déplacement de 9 cm-1 dans les modes de vibrations Fe-Sb : de 412 

à 403 cm-1 en comparaison avec le spectre d’Adx (4-108).  

En analogie avec le complexe Adx WT/AdR, en plus du déplacement observé dans les modes 

de vibrations Fe-Sb/t lors de la formation du complexe 56Fe Adx (4-108)/AdR, une nouvelle 

bande est apparue à 263 cm-1 comme le montre le spectre bleu de la Figure 3. L’apparition de 

ces bandes est le résultat de changements plus prononcés au niveau de la géométrie du cluster 

fer-soufre comparé au complexe Adx WT /AdR (Figure 2). En effet, la partie C-terminale qui 

contient les résidus d’acides aminés dans la position 109 à 128 et qui protège le cluster fer-

soufre des molécules d’eau a été supprimée dans la forme tronqué d’Adx (4-108) ce qui signifie 
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que le cluster est beaucoup plus exposé au solvant que dans l’Adx WT et ceci explique 

l’apparition de ces nouvelles bandes.13  

Les deux complexes d’Adx WT/AdR et Adx (4-108)/AdR ont montré des changements 

structuraux importants au niveau du cluster lors de l’interaction avec l’AdR. Afin de confirmer 

que les nouvelles bandes observées sur les deux complexes appartiennent aux vibrations du 

cluster fer-soufre, nous avons procédé à un marquage isotopique du 54Fe dans l’Adx (4-108). 

Le choix du marquage de l’Adx (4-108) est lié à sa haute stabilité comparé à l’Adx WT. Le 

marquage isotopique est une technique fiable pour confirmer l’attribution d’un groupe 

fonctionnel spécifique. 

Des études précédentes sur la protéine Adx avec un marquage isotopique au niveau de l’atome 

de soufre (34S), ont produit des déplacements aux niveaux des bandes de vibrations ce qui a 

permis l’identification de tous les modes de vibrations du (Fe2S2). 2, 14 

Dans notre cas le marquage isotopique du 54Fe de l’Adx (4-108) nous a permis de confirmer 

que les nouvelles bandes observées lors de la formation des complexes appartiennent bien aux 

vibrations du cluster fer-soufre et non pas à un changement dans les propriétés spectrales de 

l’AdR, bien qu’aucune contribution spectrale n’ait été observée sur le spectre de l’AdR seul 

(Figure 1).  

En comparant les spectres de la forme non marquée 56Fe Adx (4-108) et marquée 54Fe Adx (4-

108) (Figure 3), un déplacement de 4 à 5 cm-1 a été observé pour tous les modes de vibrations 

du cluster fer-soufre ce qui confirme les attributions des modes de vibrations Fe-Sb/t de la 

protéine Adx.  

 Lors de l’interaction de 56Fe Adx (4-108), ou de 54Fe Adx (4-108) avec AdR, des déplacements 

au niveau des vibrations Fe-Sb/t ont été observés. On peut remarquer que les bandes des modes 

de bridging comprises entre 430 et 360 cm-1 pour les complexes non-marqué et marqué sont 

très larges et complexes. Dans le but de mettre en évidence plus précisément l’effet du 

marquage isotopique dans le complexe, la déconvolution de la bande située entre 430 et 360 

cm-1 a été réalisée comme le montre la Figure 4.  
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Figure 4 : Déconvolution de la bande située entre 430 et 360 cm-1 de 56 Fe Adx (4-108) (A), du complexe 56 Fe 
Adx (4-108) /AdR (B), de 54 Fe Adx (4-108) (C) et du complexe 54 Fe Adx (4-108) /AdR (D). 

La déconvolution de la bande située entre 430 et 360 cm-1 associée aux modes de vibrations 

bridging du cluster fer-soufre dans la forme non marquée et marquée de l’Adx (4-108) a indiqué 

le même profil spectral après déconvolution, caractérisé par deux composantes passant de 410 

et 386 cm-1 à 412 et 390 cm-1 entre les formes non marquée et marquée respectivement (Figure 

4A-C). En outre, lors de la formation des complexes 56Fe Adx (4-108) /AdR et 54Fe Adx (4-

108) /AdR (Figure 4B-D) de nouveaux modes de vibrations bridging ont été observés à 397, 

386, 372, 368 cm-1 et 402, 390, 378, 369 cm-1 respectivement en comparaison des spectres de 

la protéine seule (Figure 4A-C). Ainsi, nous avons pu confirmer avec certitude que les nouvelles 

bandes observées dans les complexes sont attribuées aux vibrations Fe-Sb de la protéine Adx. 

Après avoir confirmé que les vibrations observées lors de la formation des complexes 

appartiennent aux modes de vibrations Fe-Sb/t, nous nous sommes intéressés à l’étude de 

certaines mutations spécifiques dans des régions précises de l’Adx ayant une certaine influence 

sur la formation des complexes. Les spectres Raman de ces différents complexes sont 

représentés ci-dessous (Figure 5). 
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Figure 5 : Spectres Raman des différents complexes Adx WT/AdR, Adx (4-108)/AdR, Adx S112W/AdR, Adx 
D113Y/AdR et Adx T54S; D113Y/AdR dans la gamme spectrale de 430 à 250 cm-1 obtenus avec une excitation 

à 514 nm. 

Les spectres Raman des complexes Adx S112W/AdR et Adx D113Y/AdR sont similaires et 

présentent les mêmes changements observés que le complexe Adx WT/AdR à l’exception d’un 

déplacement de 5 cm-1 d’une bande de 343 cm-1 à 338 cm-1. De plus, l’intensité relative du 

signal à 338 cm-1 dans les complexes Adx S112W/AdR et Adx D113Y/AdR (Figure 5) diminue 

légèrement comparée à l’intensité relative du signal située à 343 cm-1 dans le cas du complexe 

Adx WT/AdR (Figure 5). Cette variation d’intensité peut être induite par différents degrés 

d’exaltation des modes de vibrations bridging et terminales du cluster fer- soufre comme décrit 

précédemment dans la littérature par Yachandra et al sur la ferrédoxine2 et par Willis et Loehr 

sur la xanthine oxydase.15 
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En ce qui concerne le complexe AdxT54S ; D113Y/AdR (Figure 5), un déplacement évident 

au niveau des modes de bridging a été observé dans la région située entre 420 et 360 cm-1 ainsi 

qu’une nouvelle bande apparue à 399 cm-1. Cette bande n’a pas été observée dans les autres 

complexes comme le montre la Figure 5. En effet, la mutation T54S est située à proximité du 

cluster fer-soufre (Figure 14 dans l’introduction) et de ce fait la géométrie du cluster est encore 

plus affectée que dans les autres complexes. Le Tableau 2 détaille l’attribution des différentes 

bandes correspondantes aux différents complexes étudiés.1, 4 

Complexes  Déplacement Raman (cm-1) Résonance 

Plasmonique de 

Surface 

Kd [M] 16,17,18  

   (Fe-Sb)   (Fe-St)                δ ( S-C-

C)b+t 

Adx WT/AdR 409/390/373/   -  /268 343/325/285 312 8.56 x 10-7 

Adx (4-108)/AdR 403/387/372/275/263 338/326/285 311 5.3 x 10-7 

Adx S112W/AdR 403/387/371/   -  /267 338/323/284 309 6.01 x 10-7 

Adx D113Y/AdR 409/389/373/   -  /267 338/324/285 312 7.2 x 10-7 

AdxT54S;D113Y/AdR 410/399/387/369/262 337/326/282 306 8.4 x 10-7 

Tableau 2 : Nombres d’ondes des différentes bandes des spectres Raman des complexes Adx/AdR et les 
paramètres d'interaction de l'Adx avec l’AdR déterminés à partir de la Résonance Plasmonique de Surface 

mesuré avec un système Biacore. 1, 4, 16-18 

Ces différentes protéines et complexes ont également été étudiés dans la gamme spectrale 

comprise entre 1700 et 1200 cm-1. Les résultats obtenus n’ont montré aucun changement lors 

de la formation des complexes (Figures S1, S2 et Tableaux S1, S2 en annexe).  

1.2 Spectroscopie infrarouge différentielle de l’Adx et ses mutants  

Afin de caractériser les changements observés au niveau moléculaire dans l’environnement des 

cofacteurs (FAD et Fe-S) et du squelette polypeptidique comme les changements d’état de 

protonation et de conformation au cours de la réaction d’oxydoréduction, une étude par 

spectroscopie infrarouge différentielle induite par électrochimie a été effectuée. Les vibrations 

du cluster fer-soufre ne sont pas observables dans la gamme spectrale étudiée entre 1800 et 

1200 cm-1 mais se retrouvent à basse fréquence.19 Cependant, la contribution de la chaîne 
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peptidique ainsi que des chaînes latérales des acides aminés de l’environnement du cluster 

[2Fe-2S] peut être observée dans la région spectrale étudiée. La Figure 6 représente les spectres 

différentiels de l’Adx et de ses différents mutants. 

 

Figure 6 : Spectres différentiels (forme oxydée- forme réduite) de l'Adx WT, Adx (4-108), AdXS112W, Adx 
D113Y, Adx T54S; D113Y et AdR dans la région spectrale comprise entre 1800 et 1200 cm-1 avec un potentiel 

de -600 et 0 mV. 

Les bandes positives correspondent aux changements ayant lieu au cours de l’oxydation et les 

bandes négatives reflètent les changements se produisant au cours de la réaction de réduction. 

Le spectre différentiel de l’Adx WT est divisé en trois régions principales : entre 1700-1600 

cm-1, 1600-1500 cm-1 et 1510 et 1237 cm-1. 

La première et la deuxième région correspondent principalement aux bandes nommées amide I 

et amide II, les contributions majeures du squelette polypeptidique sont observées dans cette 

région spectrale. La large bande positive située à 1662 cm-1 et la bande négative à 1639 cm-1 

sont attribuées aux vibrations d’élongation  (C=O) du squelette peptidique caractérisant la 

structure secondaire.20, 21 A une certaine position spécifique comme par exemple à 1674 et 1639 
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cm-1, les vibrations d’élongation  (C=O) de certains acides aminés tels que l’asparagine, la 

glutamine et l’arginine ((CN3H5
+) as/s) peuvent également avoir une contribution.21-23 

Dans la troisième région la contribution de certains acides aminés est possible, par contre cette 

région contient un nombre important de chevauchements de bandes et l’attribution de ces 

dernières n’est possible que via des marquages isotopiques.  

Le profil spectral des spectres différentiels de la forme tronquée Adx (4-108) ainsi que des 

mutants Adx S112W, Adx D113Y et Adx T54S ; D113Y est presque identique. Par contre, ces 

derniers montrent des changements significatifs en comparaison avec le spectre d’Adx WT 

reflétant une réorganisation conformationnelle différente lors de la réaction d’oxydoréduction.  

Sur le spectre d’Adx (4-108), la bande située à 1680 cm-1 est plus intense comparée à la bande 

située à 1674 cm-1 dans le cas d’Adx WT, et le ratio amide I / amide II varie avec la diminution 

de la bande à 1557 cm-1. Ces modifications sont également présentes pour les autres mutants 

Adx S112W, Adx D113Y et Adx T54S ; D113Y avec un effet plus ou moins prononcé en 

fonction du mutant étudié. Les tentatives d’attribution d’Adx WT et les différents mutants sont 

représentées dans le Tableau 3. Ces tentatives sont basées sur l’attribution des bandes à des 

acides aminés dans des protéines modèles.20-23  

AdxWT 
Adx(4-

108) 
AdxS112W AdxD113Y AdxT54S;D113Y 

Tentative 

d’attribution 

1674 1680 (+) 1682 (+) 1681 (+) 1680 (+) 
Asn, Gln (C=O); 
Arg (CN3H5

+)as 

1662 (+) 1656 (+) 1656 (+) 1656 (+) 1656 (+) Amide I (C=O) 

1639 (-) 1642 (-) 1643 (-) 1642 (-) 1643 (-) 
Amide I (C=O), 
Arg (CN3H5

+)s 

1557 (-) 1557 (-) 1553(-) 1553 (-) 1558 (-) 
Amide II (N-H)/ 
(C-N); Glu/Asp 

(COO- )as 

1405 (-) / / 1402 (-) 1404 (-) 

Glu, Asp,  
(COO-)s; 
 Amide III 
(O=CN) 

Tableau 3 : Tentative d'attribution des bandes sur les spectres différentiels infrarouge (ox-red) d'Adx WT, Adx 
(4-108), Adx S112W, Adx S113Y et Adx T54S; D113Y. L’oxydation est symbolisée par un (+) et la réduction 

par un (-).20-23 
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1.3 Spectroscopie infrarouge différentielle de l’AdR 

Le spectre différentiel de l’adrénodoxine réductase est représenté en Figure 6. A nouveau des 

changements conformationnels de la chaîne polypeptidique ainsi que des changements d’état 

de protonation des acides aminés sont attendus.  

Le spectre est dominé par des contributions issues du cofacteur flavine adénine dinucléotide 

(FAD) qui sont présentes à 1703, 1568, 1548 et 1402 cm-1.24 Par analogie avec des études 

précédentes sur les flavoprotéines, la bande positive à 1703 cm-1 est associée aux modes de 

vibration d’élongation  (C=O) de la flavine et la bande négative à 1568 cm-1 aux vibrations 

d’élongation  (C=N). Les modes de vibrations les plus importants de la flavine sont ceux situés 

à 1548 et 1402 cm-1 correspondant respectivement aux vibrations d’élongation  (C=N) et de 

déformation δ (N-H) de l’anneau isoalloxazine.20, 24 Le Tableau 4 représenté ci-dessous est un 

récapitulatif des bandes observées sur le spectre différentiel de l’AdR. 

Position des bandes (cm-1) Tentative d’attribution 

1703 (+) Asp, Glu, ν(C=O); flavine ν(C4=O) 

1663 (+) Amide I ν(C=O), flavine ν(C=O) 

1600 (-) flavine ν(C4a-C10a) 

1580 (+) 
Amide II (N-H)/(C-N); Asp/Glu (COO- )as; 

flavine ν(C4a=N5), ν(C10a= N1) 

1568 (-) 
Asp, Glu ν(COO-)as; Amide II (N-H)/(C-N), 

flavine (C=N) 

1548 (+) Amide II, ν(C-N); flavine (C4a=N5), ν(C10a=N1) 

1519 (-) Asp, Glu ν(COO-)s, flavine δ( C6-H), δ(C9-H) 

1402 (-) flavine, δ(N5-H); Amide III (O=C-N) 

1230 (+) Amide III (O=C-N) 

Tableau 4 : Tentative d’attribution des bandes du spectre différentiel infrarouge (ox-red) de l’AdR. L’oxydation 
est symbolisée par un (+) et la réduction par un (-).20, 24 

1.4 Spectroscopie Infrarouge différentielle des complexe Adx/AdR  

Afin d’étudier l’effet de l’interaction entre Adx et AdR et les changements conformationnels 

induits lors de la réaction d’oxydoréduction, les spectres différentiels de leurs complexes ont 

été étudiés.  
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Figure 7 : Spectres différentiels (ox-red) de l'Adx WT, de l’AdR et du complexe Adx WT/AdR et addition des 
spectres de Adx WT+ AdR dans la région spectrale comprise entre 1800 et 1200 cm-1 avec un potentiel de -600 

et 0 mV. 

Le complexe Adx WT/AdR est dominé par le spectre Adx WT et non par celui de l’AdR comme 

on peut le voir sur la Figure 7. Afin de mettre en évidence les changements qui se produisent 

lors de la formation du complexe, l’addition des spectres Adx WT et AdR a été réalisée et 

comparée au spectre du complexe Adx WT/AdR. Des changements faibles mais clairs se 

produisent dans la région amide I et II ce qui reflète des changements structuraux lors de la 

formation du complexe. De plus, l’apparition d’une nouvelle bande dans la région amide I a été 

observée à 1612 cm-1. La bande à 1548 cm-1 qui est attribuée aux vibrations de l’anneau 

isoalloxazine de la FAD de l’AdR est décalée de 14 cm-1 dans le complexe Adx WT/AdR et se 

retrouve à 1534 cm-1. Ce résultat peut être expliqué sur la base de la structure cristallographique 

du complexe Adx/AdR, où des liaisons hydrogènes ont été observées entre les résidus liant le 
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cluster [2Fe-2S] de l’Adx et l’anneau isoalloxazine FAD de l’AdR.13 Le résultat obtenu est en 

accord avec l’observation d’un phénomène similaire en Raman. 

 

Figure 8 : Spectres différentiels (ox-red) des complexes Adx WT/AdR, Adx (4-108)/AdR, Adx S112W/AdR, 
Adx D113Y/AdR et Adx T54S; D113Y /AdR dans la région spectrale comprise entre 1800 et 1200 cm-1 avec un 

potentiel de -600 et 0 mV. 

Lorsque l’on compare le complexe Adx WT/AdR avec le complexe Adx (4-108)/AdR (Figure 

8), plusieurs différences sont notées dans les régions amide I et II. Une nouvelle bande est 

observée à 1627 cm-1 et la bande située à 1534 cm-1 attribuée au mode de vibrations de la flavine 

dans le complexe Adx WT/AdR est décalée jusqu’à 1543 cm-1 dans le complexe Adx (4-

108)/AdR. Ceci est en accord avec les résultats obtenu en Raman tenant compte du 

réarrangement structural de la protéine en raison de la suppression de la partie C-terminale qui 
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protège le cluster fer-soufre des molécules d’eau25 ainsi que les liaisons hydrogène observées 

entre les résidus liant le cluster [2Fe-2S] et l’anneau isoalloxazine FAD.13 

Pour les complexes Adx S112W/AdR, Adx D113Y/AdR et Adx T54S ; D113Y, l’interaction 

se reflète par les bandes décrites précédemment dans les régions amide et dans la gamme 

spectrale comprise entre 1560 et 1543 cm-1. Le complexe Adx D113Y/AdR a montré un 

changement plus prononcé comparé au complexe Adx S112W/AdR. En effet, Bichet et al ont 

montré que le D113Y fixe la partie C-terminale de l’Adx avec des interactions hydrophobes.26 

Ainsi, la flexibilité de cette partie est réduite ce qui conduit à une meilleure interaction de l’Adx 

D113Y avec l’AdR. L’Adx S112W manque, en effet, de région flexible car sa partie C-

terminale a été supprimée. 

Ainsi, les résultats obtenus par la spectroscopie Raman et infrarouge nous ont permis 

d’identifier des changements importants dans le cluster fer- soufre et dans la structure 

secondaire des différents complexes étudiés. Les tentatives d’attribution des différents 

complexes sont représentées dans le Tableau 5.20-24 

AdxWT 

/AdR 

Adx(4-108) 

/AdR 

AdxS112W 

/AdR 

AdxD113Y 

/AdR 

AdxT54S;D113Y 

/AdR 

Tentative 

d’attribution 

/ 1701 (+) 1703 (+) 1697 (+) 1697 (+) 
Asp, Glu, ν(C=O), 

flavine ν(C4=O) 

1676 (+) 1679 (+) 1679 (+) 1680 (+) 1680 (+) 
Asn, Gln, (C=O) 

Arg , (CN3H5
+)as 

1663 (+) 1659 (+) 1657 (+) 1656 (+) 1658 (+) 
Amide I (C=O); 

flavine ν(C=O) 

1639 (-) 1643 (-) 1643 (-) 1640 (-) 1642 (-) Amide I (C=O) 

/ 1627 (+) 1608 (+) 1614 (+) 1611 (+) Amide I (C=O) 

1612 (+) 1613 (+) 1602 (-) 1602 (-) 1601 (-) flavine ν(C4a-C10a) 

1580 (+) 1579 (+) 1580 (+) / 1581 (+) 

Amide II (N-H), 

(C-N) +, flavine 

ν(C4a=N5), 

ν(C10a= N1) 
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Tableau 5 : Tentative d’attribution des bandes sur les spectres différentiels infrarouge (ox-red) des complexes 
Adx WT/AdR, Adx (4-108)/AdR, Adx S112W/AdR, AdxD113Y/AdR et Adx T54S ; D113Y/AdR. L’oxydation 

est symbolisée par un (+) et la réduction par un (-).20-24 

2 Spectroscopie Raman du cytochrome CYP106A2 

Comme la structure cristallographique du CYP10A2 n’a pas encore été résolue, nous avons 

cherché à identifier dans un premier temps la coordination de l’hème et l’état de spin du 

cofacteur et ensuite l’interaction de cette protéine avec l’Adx et l’AdR. Pour cela, deux gammes 

spectrales ont été étudiées. La première est comprise entre 1800 et 450 cm-1 et la deuxième de 

450 à 200 cm-1. La Figure 9 présente le spectre Raman du cytochrome CYP106A2 obtenu avec 

une excitation à 457 nm. 

1560 (-) 1566 (-) 1564 (-) 1553 1564 (-) 

Asp, Glu,ν(COO-)as 

Amide II (N-H)/ 

(C-N), flavine 

(C=N) 

1534 (+) 1543 (+) 1537 (+) / 1537 (+) 

Glu/Asp,  

 (COO-)as , Amide 

II (N-H), (C-N); 

flavine (C4a=N5), 

ν(C10a=N1) 

/ 1515 (-) 1518 (-) / 1518 (-) 
flavine δ(C6-H), 

δ(C9-H) 

/ 1474 (-) 1473 (-) / 1478 (-) Glu/Asp (COO-)s 

1403 (-) 1402 (-) 1401 (-) 1402 (-) 1403 (-) flavine, δ(N5-H) 
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Figure 9 : En (A) spectre Raman du cytochrome CYP106A2 dans la gamme spectrale de 1800 à 450 cm-1 obtenu 
avec une excitation à 457 nm. En (B) schéma de l’hème b. 

La principale bande marqueur de l’état d’oxydation de l’hème est observée à 1371 cm-1, 

fréquence typique pour les hémoprotéines ferreux à bas spin.27 Cette bande se retrouve à 1375 

cm-1 pour les hèmes avec un centre Fe (III) haut ou bas spin, proche de 1380 cm-1 pour le Fe 

(IV) bas spin et proche de 1360 cm-1 pour le Fe (II) à haut ou bas spin. L’hème est constitué 

d’un macrocycle de porphyrine contenant un atome de fer central coordinné à quatre atomes 

d’azote. Le cinquième ligand pour le fer est appelé ligand proximal et correspond à la liaison 

Fe-cystéine qui est à peu près perpendiculaire au plan de l’hème. L’atome de fer peut accepter 

un sixième ligand externe tel qu’une molécule d’eau ou bien une molécule de dioxygène ou un 

autre résidu d’acide aminé de la protéine. Ce ligand est appelé ligand distal du fer de l’hème.28 

Le spectre Raman du CYP106A2, nous a permis de confirmer grâce à la position des bandes 

ν10 (1634 cm-1), ν2 (1579 cm-1), ν3 (1500 cm-1) et ν4 (1371 cm-1) que l’hème b est hexacoordinné 

et bas spin comme décrit précédemment par Jordan et al 29. Nos résultats sont également en 

accord avec les travaux de Sato et al réalisés sur le système modèle nommé DOS PAS issu 

d’E.coli.30 
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Figure 10 : Spectre Raman du cytochrome CYP106A2 dans la gamme spectrale de 450 à 200 cm-1 obtenu avec 
une excitation à 457 nm. 

La Figure 10 montre la deuxième gamme spectrale du spectre Raman du CYP106A2. Ce spectre 

révèle une bande intense située à 342 cm-1 correspondante au mode ν8. Ce mode est une 

combinaison des vibrations d’élongation « breathing » Fe-N (pyrole) et des modes de 

déformations du pyrole.31 D’autres modes caractéristiques de l’hème b sont observés et 

représentés dans le Tableau 6. 27, 31, 32 

Déplacement Raman (cm-1) 

CYP106A2 
Attribution 

1634 ν10 (C=C) vinyle, Amide I ν(C=O) 

1579 
ν2 (Cb Cb), Amide II (N-H)/(C-N), 

ν(COO-)as 

1500 ν3 pyrole breathing 

1371 
ν4 mode breathing pyrole ν(CN), Amide III 

(O=C-N) 

1221 ? 

1127 ν(mode squelettique), ν22(CaN) 
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751 (CaNCa) 

995 Tampon phosphate 

673 (CbNCa) 

419 (CβCaCd) 

388 (CβCcCd) 

374 (CβCcCd) 

342 ν8 

Tableau 6 : Attribution des bandes observées en spectroscopie Raman pour le cytochrome CYP106A2.27, 31, 32 

2.1  Spectroscopie Raman du complexe CYP106A2/Adx  

La Figure 11 montre les spectres Raman du cytochrome CYP106A2, du complexe 

CYP106A2/Adx WT et de l’Adx WT obtenus avec une excitation à 457 nm. Le spectre d’AdR 

n’est pas présenté car aucun signal ne se dégage en Raman à cette longueur d’onde d’excitation. 

Cette absence de signal peut être due à la fluorescence provenant de la flavine, celle-ci 

absorbant la longueur d’onde excitatrice. La désexcitation de la flavine va entraîner une 

fluorescence dont l’intensité masque le faible phénomène de diffusion Raman. 

 

Figure 11 : Spectres Raman du cytochrome CYP106A2, du complexe CYP106A2/Adx WT et d’Adx WT dans la 
gamme spectrale de 1700 à 450 cm-1 obtenus avec une excitation à 457 nm. 
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Le spectre du complexe CYP106A2/Adx WT est dominé par le spectre du CYP106A2. Les 

spectres des différents mutants d’Adx, obtenus avec une excitation à 457 nm, sont représentés 

dans la Figure S3 en annexe. 

Le spectre du complexe n’a pas montré de changements significatifs vis à vis du spectre du 

cytochrome CYP106A2, ce qui implique que la présence d’Adx n’a pas induit de changement 

sur les vibrations hémique. La même observation a pu être faite pour les autres complexes 

représentés sur la Figure 12 ci-dessous. 

 

Figure 12 : Spectres Raman des complexes CYP106A2/Adx WT, CYP106A2/Adx (4-108), CYP106A2/Adx 
S112W, CYP106A2/Adx D113Y et CYP106A2/Adx T54S; D113Y dans la gamme spectrale de 1700 à 450 cm-1 

obtenus avec une excitation à 457 nm. 

De même à basse fréquence, dans la région spectrale comprise entre 450 et 200 cm-1 aucun 

changement notable n’est observé à l’exception du complexe CYP106A2/Adx T54S; D113Y 

(Figure 13). En effet, ce complexe présente une bande supplémentaire à 327 cm-1 qui est 

associée aux modes de vibration terminale du cluster Fe-St
. 
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Figure 13 : Spectres Raman de l’AdxWT, du CYP106A2 et des complexes CYP106A2/Adx WT, 
CYP106A2/Adx (4-108), CYP106A2/Adx S112W, CYP106A2/Adx D113Y et CYP106A2/Adx T54S; D113Y 

dans la gamme spectrale de 450 à 200 cm-1 obtenus avec une excitation à 457 nm. 

Comme la structure cristallographique du CYP106A2 n’a pas été résolue, nous nous sommes 

basés sur la structure cristallographique du cytochrome CYP11A1 pour expliquer l’interaction 

avec l’Adx comme le montre la Figure 14.  
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Figure 14 : En (A) structure cristallographique du complexe CYP11A1/Adx code PDB : (3N9Y). En (B) un 
zoom sur la structure avec les différents acides aminés impliqués dans l’interaction. 

Comme précisé précédemment les différents mutants d’Adx, mis en présence du CYP106A2, 

n’ont pas montré de modification spectrale à l’exception du complexe CYP106A2/AdxT54S; 

D113Y. Une hypothèse envisageable afin d’expliquer la différentiation du spectre du complexe 

CYP106A2/AdxT54S; D113Y par rapport aux autres complexes est la proximité de la mutation 

de l’AdxT54S; D113Y avec le site d’interaction. En effet, l’acide aminé T54 représenté sur la 

Figure 14 est relativement proche de l’hème, en revanche les mutations des autres Adx étudiés 

se situent toutes dans des zones éloignées de la zone d’interaction avec l’hème et présentent 

donc peu de différence vis-à-vis de l’Adx WT. 

L’étude d’autres mutations de l’Adx telles que celles des acides aspartiques 76 et 79 (Figure 

14) aurait pu permettre de mieux visualiser l’interaction avec CYP106A2. En effet, les travaux 

de Beckert et al ont montré que ces résidus sont cruciaux pour l’interaction avec l’AdR et le 

CYP11A133. De même, Coghlan et al ont démontré que la mutation de l’acide aspartique 72 

peut provoquer des effets différents au niveau de l’interaction avec la Fd-réductase et le 

CYP11A1.34 

Notons également que nous nous sommes intéressés à la caractérisation par spectroscopie 

infrarouge différentielle du CYP106A2 et de l’interaction avec l’Adx et l’AdR. Cependant, les 

spectres obtenus du CYP106A2 se sont avérés non reproductibles ce qui nous a empêchés de 

continuer cette étude. 
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3 Conclusion  

Les résultats obtenus dans ce chapitre ont clairement démontré des changements structuraux 

importants dans le cluster fer-soufre et son environnement dans la protéine Adx WT et dans 

certains dérivés mutés en interactions avec l’AdR. Ces changements ont été identifiés sur les 

spectres Raman via l’observation des différences dans les modes de vibrations bridging et 

terminaux Fe-Sb/t. Une réorganisation structurale a eu lieu au niveau des sites d’interaction ainsi 

qu’à proximité du cluster fer-soufre, ce qui est peut être nécessaire à la mise en place d’un 

mécanisme de transfert d’électrons efficace. Ce résultat est en lien avec les travaux de Lambeth 

et al qui ont observé une forte diminution de -70 à -100 mV du potentiel d’oxydoréduction pour 

l’Adx lors de la formation du complexe.7, 9 La forme tronquée Adx (4-108) ainsi que la mutation 

du T54S à proximité du cluster fer-soufre ont induit des changements spectraux plus prononcés 

lors de l’interaction avec l’AdR.  

De même, la spectroscopie infrarouge différentielle couplée à l’électrochimie a montré des 

changements conformationnels lors de la formation des complexes. Les résultats obtenus ont 

montré des changements au niveau de la structure secondaire ainsi que dans l’anneau 

isoalloxazine FAD de l’AdR. D’autres variations de ces modes flavine plus ou moins 

prononcées ont été observées sur les spectres différentiels en fonction de l’emplacement de la 

mutation sur l’Adx. 

En ce qui concerne le cytochrome CYP106A2, le mode de coordination et l’état de spin ont été 

déterminés par spectroscopie Raman grâce à la position de certaines bandes caractéristiques. 

Afin de mieux visualiser l’interaction de ce cytochrome avec les protéines Adx, l’étude de 

l’effet des mutations des résidus d’acide aminé d’Adx tels que les acides aspartiques 72, 76 et 

79 qui se trouvent à proximité du site d’interaction du cytochrome seront nécessaires dans le 

futur. 
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Introduction 

Les domaines PDZ se lient à des motifs spécifiques de la partie C terminale du peptide, qui 

comprennent quatre à cinq résidus d’acides aminés. Ces domaines PDZ sont souvent les cibles 

des peptides issus des protéines virales telles celles du papillomavirus humain (HPV) et du virus 

T-lymphotrope humain de type1 (HTLV1 Tax1) entraînant une perturbation des processus 

cellulaires au profit du cycle de vie virale. Ces dernières se lient spécifiquement aux domaines 

PDZ et favorisent la dégradation de plusieurs membres de la famille PDZ contribuant à la perte 

de la polarité cellulaire et à l’inhibition de contact entre cellules voisines. 

L’étude de l’interaction entre les domaines PDZ et les peptides viraux présente donc un intérêt 

majeur et permet de fournir des informations importantes dans la recherche de nouvelles cibles 

thérapeutiques antivirales. 

Au cours de ces dernières années, les interactions entre les domaines PDZ et les protéines 

virales ont fait l’objet de nombreux travaux exploitant différentes techniques d’analyses comme 

décrit précédemment dans l’introduction. 

Dans ce chapitre, mon projet de thèse s’est articulé autour de l’interaction des domaines PDZ 

3, 4 et PDZ3-4 issus de la protéine Scribble humaine (hScrib) avec deux peptides viraux : le 

papillomavirus HPV16E6L/V et le T-lymphotrope humain de type1 (HTLV1 Tax1).  

L’objectif de ce travail est d’avoir une estimation de la structure et de suivre les changements 

structuraux induits au niveau de la structure secondaire et tertiaire de ces divers domaines PDZ 

et peptides, ainsi que d’etudier l’interaction de ces derniers par spectroscopie infrarouge en 

mode réflexion totale atténuée (ATR) et Raman. 
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1 Structure des domaines PDZ de la protéine Scribble 

1.1 Spectres infrarouge  

Les PDZ étudiées ont été produites et marquées avec 15N par le Laboratoire de Biotechnologie 

et Signalisation Cellulaire équipe Oncoprotéines, à l’université de Strasbourg. Le marquage a 

permis de vérifier leur stabilité par RMN. 

Comme la bande amide I est constituée à 80% des vibrations d’élongation (C=O), cette dernière 

sera légèrement influencée par le marquage isotopique avec 15N. En revanche, la bande amide 

II composée majoritairement à 60% des vibrations de déformation (N-H) sera beaucoup plus 

impliquée par ce marquage. En effet, ceci est en accord avec les travaux de Noguchi et al 

réalisés sur un système complexe nommé le photosystème II issu du Thermosynechococcus 

elongatus marqué avec 15N. Les résultats obtenus ont montré que la bande amide I a été 

légèrement décalée de 1 cm-1 vers des basses fréquences en raison du faible couplage avec les 

vibrations de déformation (N-H), alors qu’amide II a montré un déplacement important de 14 

cm-1 vers les basses fréquences.1  

Lors de notre étude deux gammes spectrales ont été étudiées, l’infrarouge moyen compris entre 

1800 et 1360 cm-1 et l’infrarouge lointain situé entre 600 et 50 cm-1. La Figure 1 présente les 

spectres infrarouge en mode ATR des domaines PDZ3, PDZ4 et du tandem PDZ3-4 issue de la 

protéine Scribble. 

 

Figure 1 : Spectres FTIR-ATR des domaines PDZ3, PDZ4 et PDZ3-4 de la protéine Scribble dans l’infrarouge 
moyen. 
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Ces spectres montrent deux bandes principales : une première située entre 1639 et 1649 cm-1, 

attribuée aux vibrations d’élongations  (C=O) de la bande amide I et une deuxième située entre 

1524 et 1529 cm-1 qui est associée aux vibrations de déformation  (N-H) et d’élongation 

(C-N) de la bande amide II.2 La bande située à 1396 cm-1 correspond aux vibrations de 

déformation (O=C-N) de la bande amide III ainsi que d’autres résidus d’acides aminés.3 

Comme la structure cristallographique de la PDZ3 n’est pas encore résolue et que peu 

d’informations concernant les PDZ3, 4 et 3-4 du Scribble existent dans la littérature, la PDZ1 

de MAGI-1 va nous servir de modèle de comparaison, car la structure cristallographique de 

cette protéine est résolue et beaucoup d’informations notamment en RMN concernant sa 

caractérisation sont disponibles dans la littérature. 

Afin d’obtenir une estimation de la structure secondaire des différents domaines PDZ étudiés 

les déconvolutions des bandes amide I des différentes PDZ ont été effectuées et sont 

représentées dans la Figure 2 ci-dessous. 

 

Figure 2 : Déconvolution spectrale du massif amide I en 5 bandes de profil Gaussien de la PDZ3, PDZ4, PDZ3-4 
et PDZ1. 
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La bande amide I, centrée entre 1640-1649 cm-1, correspond à la somme de plusieurs 

contributions. Cinq bandes situées à 1690, 1674, 1657, 1636 et 1612 cm -1 ont été utilisées pour 

décomposer la bande amide I dans la gamme spectrale étudiée. Ces composantes sont attribuées 

aux groupements peptidiques impliqués dans différents éléments de structures secondaires4 5-7. 

Le Tableau 1 détaille l’attribution des différentes bandes contenues dans le massif amide I des 

quatre PDZ et donne le pourcentage de groupements peptidiques impliqués dans chaque 

structure secondaire.  

 

Structure 

secondaire 

Position d’amide I et pourcentage estimé (%) 

PDZ 3 PDZ 4 PDZ 3-4 PDZ 1 

Hélices α + 
structures 

désordonnées 
1657 (25%) 1661 (28%) 1657 (25%) 1658 (29%) 

Feuillets- 
parallèles  

1636 (51%) 1639 (46%) 1637 (47%) 1636 (51%) 

Feuillets- 
antiparallèles 

1690 + 1609 (9%) 1696 + 1612 (9%) 1690 + 1612 (10%) 1691 + 1610 (8%) 

- coudes 1674 (15%) 1681 (17%) 1674 (18%) 1674 (12%) 

Tableau 1 : Pourcentages des structures secondaires des PDZ3, PDZ4, PDZ3-4 et PDZ1 obtenus à l'aide de la 
déconvolution de la bande amide I. Pour comparaison les pourcentages de la PDZ1 sont également inclus. 

Les résultats obtenus ont montré des pourcentages de structure identiques à ceux de la PDZ1. 

La structure secondaire majoritaire de ces quatre PDZ est composée de feuillets  parallèles, les 

autres structures ont des pourcentages presque identiques. Nos résultats sont en désaccord avec 

les mesures réalisées en dichroïsme circulaire par le Laboratoire de Biotechnologie et 

Signalisation Cellulaire équipe oncoprotéines à l’université de Strasbourg sur la PDZ1 MAGI-

1 qui ont déterminé un taux de structure composé de 14 ± 2 % d’hélices α et 32 ± 2 % de feuillets 

 (résultats non publié). Une des raisons possible de cette différence entre nos résultats est 

l’instabilité de ces protéines qui se dégradent rapidement. La précision de la déconvolution 

pourrait être également à l’origine des différences observées. 
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La deuxième gamme spectrale étudiée est le lointain infrarouge. Les spectres présentés ci-

dessous dans la Figure 3 présentent trois bandes principales: la bande située à 526- 531 cm-1 est 

attribuée à la bande amide VI qui découle de plusieurs vibrations incluant les vibrations de 

déformation  (C=O), les vibrations hors du plan et à l’intérieur du plan du groupement COHN 

ainsi que d’une faible contribution des vibrations de déformation  (C-C-N).8 La bande située 

à 418 cm-1 peut être associée entre autre aux modes de vibrations  (N-Cα-Cβ) des résidus 

d’acides aminées alanines et  (Cβ-C -C) de la leucine ainsi que d’autres bandes de 

combinaisons.9 Enfin, la bande intense à 165 cm-1 correspond aux vibrations des modes 

collectifs des liaisons hydrogène.10  

 

Figure 3 : Spectres FTIR-ATR des domaines PDZ3, PDZ4 et PDZ3-4 de la protéine Scribble dans l’infrarouge 
lointain. 
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1.2 Spectres Raman  

Ces protéines ont également été caractérisées par spectroscopie Raman comme le montre la 

Figure 4. 

 

Figure 4 : Spectres Raman des domaines PDZ3, PDZ4 et PDZ 3-4 de la protéine Scribble obtenus avec une 
excitation à 514 nm. 

Ces spectres présentent trois régions principales : la première nommée amide I est associée à la 

bande intense à 1664-1667 cm-1, la deuxième région située entre 1500 et 1300 cm-1 est attribuée 

aux vibrations des différents résidus d’acides aminés comme l’histidine, l’arginine et 

l’isoleucine et la région entre 1300 et 1200 cm-1 correspond à la bande amide III. Le Tableau 2 

regroupe les attributions des différents modes de vibrations des PDZ étudiées. Ces attributions 

sont basées sur les travaux réalisés par différents groupes sur les acides aminés ainsi que 

d’autres protéines.11-15 
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PDZ 3 PDZ 4 PDZ3-4 Tentative d’attribution 

1664 1667 1666 Amide I (C=O) 
 

1463 1461 1462 (CH2), (CH3) , Rocking (Cβ)as 
alanine 

1449 1452 1450 (CH2), (C)as , (C 1)as isoleucine 

1403 1396 1401 (CH-COO- )s , Cβ-rock, Nt-Cα-Hα 
arginine 

1341-1314 1327 1341-1316 
Cβ-Cα-Hα arginine + (C=N) 

histidine, (CH2), Amide III (N-H), 
 (C-N), (Cα-H), (Cα-C) 

1233 1237 1242 
Amide III (N-H), (C-N), (Cα-H), 

 (Cα-C) + (=C-N) histidine 

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des attributions des bandes Raman de la PDZ3, PDZ4, et PDZ3-4. Les 
différentes valeurs sont données en cm-1.11-15 

2 Structure des peptides HPV16E6L/V et HTLV1 Tax1 

2.1 Spectres Infrarouge  

Deux gammes spectrales ont été étudiées, l’infrarouge moyen entre 1800 et 1360 cm-1 et le 

l’infrarouge lointain entre 600 et 50 cm-1. 

Deux peptides issus du papillomavirus humain ont été caractérisés, le HPV16E6 

(RSSRTRRETQL) qui correspond à la forme Wild type et le (RSSRTRRETQV) représentant 

la forme mutée. Ces peptides correspondent aux 11 résidus d’acides aminés qui sont localisés 

dans la partie C-terminale du HPV16E6. Un autre peptide étudié est le HTLV1 Tax1 issu du 

virus T-lymphotrope humain. La partie C-terminale de ce peptide est composée de 10 résidus 

d’acides aminés (SEKHFRETEV). 
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Figure 5 : Spectres FTIR-ATR du HPV16E6L, HPV16E6V et HTLV1 Tax1 dans l’ infrarouge moyen à gauche 
et à droite dans l’infrarouge lointain. 

Les spectres d’absorption des peptides sont présentés sur la Figure 5. Le changement d’un seul 

résidu d’acide aminé peut avoir un impact sur la structure secondaire ainsi que sur l’interaction 

avec les domaines PDZ. En effet, la mutation du HPV16E6 a induit un décalage de 12 cm-1 de 

la bande amide I vers des basses fréquences de 1649 à 1637 cm-1. Pour le peptide HTLV1 Tax1, 

la bande amide I se retrouve à 1649 cm-1. De même, un décalage de 6 cm-1 de la bande amide 

II située à 1530 cm-1 a été observé dans le cas du mutant. Cette bande se retrouve à 1561 cm-1 

pour le HTLV1 Tax1 et a un profil spectral différent comparé à celui de HPV16E6. La 

déconvolution spectrale de la bande amide I de ces peptides a également été établie afin 

d’obtenir une estimation de la structure secondaire (Tableau 3 et Figure S4 en annexe). 
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Structure secondaire 

Position d’amide I et pourcentage estimé (%) 

HPV16E6L HPV16E6V HTLV1 Tax 1 

Hélices α + Structures 
désordonnées 

1660 (28%) 1655 (22%) 1654 (43%) 

Feuillets- parallèles  1640 (42%) 1635 (50%) 1637 (24%) 

Feuillets- antiparallèles  1687 + 1617 (20%) 1687 + 1616 (16%) 1688 + 1618 (15%) 

- coudes 1674 (10%) 1671 (12%) 1672 (18%) 

Tableau 3 : Pourcentages des structures secondaires des peptides HPV16E6L, HPV16E6V et HTLV1 Tax1 
obtenus à l'aide de la déconvolution de la bande amide I. 

La principale variation observée au niveau de la structure secondaire du peptide HPV16E6V, 

comparé au peptide HPV16E6L, est l’augmentation du pourcentage des feuillets β parallèles 

(+ 8%) au détriment des groupements peptidiques impliqués dans les structures hélices α plus 

structures désordonnées (- 6%). Par ailleurs, les autres structures ont des pourcentages presque 

identiques. 

Le peptide HTLV1 Tax1 a un comportement structural différent, il est majoritairement structuré 

en hélices α plus désordonnées avec un taux de structure de 43%. A l’heure actuelle, les 

structures secondaires de ces peptides ne sont pas encore déterminées dans la littérature par une 

autre méthode spectroscopique telle que le dichroïsme circulaire ce qui ne nous permet pas de 

comparer nos résultats. 

Dans la deuxième gamme spectrale étudiée du l’infrarouge lointain, des différences au niveau 

de la bande amide VI sont observées lors de la comparaison des peptides HPV16E6L et 

HPV16E6V (Figure 5). En effet, la bande située à 512 cm-1 sur le spectre de HPV16E6L est 

décalée de 15 cm-1 et se retrouve à 527 cm-1 sur le spectre du peptide muté HPV16E6V. De 

même, la bande associée aux vibrations des modes collectifs des liaisons hydrogène de ces deux 

peptides a montré un décalage de 8 cm-1. Ces changements observés au niveau de la structure 

tertiaire sont en accord avec les changements observés au niveau de la structure secondaire. Le 

peptide HTLV1 Tax1, présente une bande amide VI à 522 cm-1 et une bande qui correspond 

aux vibrations des modes collectifs des liaisons hydrogène à 165 cm-1. 
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2.2 Spectres Raman  

La Figure 6 présente les spectres Raman des peptides HPV16E6L, HPV16E6V et HTLV1 Tax1.  

 

 

Figure 6 : Spectres Raman des peptides HPV16E6L, HPV16E6V et HTLV1 Tax1 obtenus avec une excitation à 
514 nm. 

Les deux peptides issus du HPV16E6 ont montré des différences notables dans les régions 

amide I, II et III. La bande amide I du HPV16E6L est située à 1668 cm-1. Cette dernière se 

retrouve à 1655 cm-1 sur le spectre du HPV16E6V avec la présence d’un épaulement à 1670 

cm-1 qui correspond également au mode amide I. La bande large à 1556 cm-1 sur le spectre du 

HPV16E6V est attribuée à la bande amide II, cette dernière n’est pas observable sur le spectre 

du HPV16E6L. La région amide III a montré des différences entre ces deux peptides, surtout 

par l’apparition d’une bande à 1296 cm-1 sur le spectre du HPV16E6V.  
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Le HTLV1 Tax1 a une bande large située entre 1667 et 1604 cm-1 attribuée aux vibrations de 

la bande amide I. L’épaulement à 1558 cm-1 est associé à la bande amide II. Le Tableau 4 

regroupe les attributions des bandes présentes sur la figure ci-dessus.11-14, 16 

HPV16E6L HPV16E6V HTLV1 Tax1 Tentative d’attribution 

1668 1670-1655 1667-1604 Amide I (C=O) 
 

/ 1556 1558 Amide II (C-N), (N-H) 

1464 1462 / (CH2), (CH3) 

1448 1444 1448 (CH2) arginine, Cβ-bend lysine 

1405 1410 1413 
(CH-COO- )s ,Cβ-rock, Nt-Cα-Hα 
arginine et lysine,  ring, (C-H) 

phenylalanine 

1341-1312 1341-1317 1337-1314 

Cβ-Cα-Hα arginine + (C=N) histidine, 
(CH2), Amide III (N-H), (C-N),(Cα-

C),  ring phenylalanine, Cβ-twist 
arginine, (CtOO- )s 

/ 1296 / 
Amide III (N-H), (C-N), (Cα-H), 

(Cα-C) 

1250 1251 1253 
Amide III (N-H), (C-N), 

 (Cα-H),(Cα-C) 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des attributions des bandes des peptides HPV16E6L, HPV16E6V et HTLV1 
Tax1. Les différentes valeurs sont données en cm-1.11-14, 16 
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3 Structure des complexes PDZ en interaction avec les peptides 

viraux  

3.1 Spectres infrarouge 

Afin d’examiner l’interaction des domaines PDZ avec les peptides viraux deux gammes 

spectrales ont été étudiées, l’infrarouge moyen entre 1800 et 1360 cm-1 et l’infrarouge lointain 

entre 600 et 50 cm-1 (Figure 7). 

 

Figure 7 : Spectres FTIR-ATR des domaines PDZ3, PDZ4, PDZ3-4 et des complexes PDZ3/HTLV1 Tax1, 
PDZ3/HPV16E6V, PDZ3/HPV16E6L, PDZ4/HTLV1 Tax1, PDZ3-4/HTLV1 Tax1, PDZ3-4/HPV16E6V et 

PDZ3-4/HPV16E6L dans l’infrarouge moyen. 

L’interaction des PDZ avec les différents peptides a induit des changements au niveau des 

structures secondaire et tertiaire. La forme des spectres varie de plus légèrement en fonction du 

complexe étudié. Pour mieux visualiser ces changements, la déconvolution de la bande amide 

I de ces sept complexes a été établie (Tableau 5 et Figure S5 en annexe).  
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Complexes 

Position d’amide I et pourcentage estimé (%) 

Hélices α + 

structures 

désordonnées 

Feuillets- 

parallèles 

Feuillets- 

antiparallèles  
-coudes 

PDZ3/HPV16E6L 1658 (33%) 1636 (39%) 
1690 + 1613 

(13%) 
1677 (15%) 

PDZ3/HPV16E6V 1658 (32%) 1640 (36%) 
1691 + 1619 

(18%) 
1676 (14%) 

PDZ3/HTLV1 

Tax1 
1661 (18%) 1639 (53%) 

1690 + 1614 

(17%) 
1676 (12%) 

PDZ4/HTLV1 

Tax1 
1661 (37%) 1637 (41%) 

1696 + 1608 

(9%) 
1680 (13%) 

PDZ3-

4/HPV16E6L 
1658 (33%) 1636 (43%) 

1687 + 1613 

(15%) 
1677 (9%) 

PDZ3-

4/HPV16E6V 
1658 (23%) 1640 (45%) 

1692 + 1618 

(16%) 
1676 (16%) 

PDZ3-

4/HTLV1Tax1 
1658 (29%) 1637 (46%) 

1696 + 1611 

(11%) 
1679 (14%) 

Tableau 5 : Composition des structures secondaire des complexes PDZ3/HPV16E6L, PDZ3/HPV16E6V, 
PDZ3/HTLV1 Tax1, PDZ4/HTLV1 Tax1, PDZ3-4/HPV16E6L, PDZ3-4/HPV16E6V et PDZ3-4/HTLV1 Tax1 

obtenus à l'aide de la déconvolution de la bande amide I. 

Les différents complexes étudiés ont une structure secondaire dont les composantes majoritaire 

sont les feuillets  parallèles (36 à 53%). Les deux complexes PDZ3/HPV16E6L et 

PDZ3/HPV16E6V ont des taux de structure presque identiques. Lors de la formation de ces 

complexes, on peut noter une augmentation du pourcentage des hélices α plus structures 

désordonnées de (+ 7 et + 8%) au détriment des groupements peptidiques impliqués dans les 

structures des feuillets  parallèles (- 12 et - 15%) en comparaison avec la PDZ3 seule (Tableau 

1). Une variation de (+ 9%) des feuillets  antiparallèles a également été observée en 

comparaison avec les pourcentages de la PDZ3 seule. L’interaction de la PDZ3 avec le HTLV1 

Tax1 présente une tendance inverse avec une diminution du pourcentage des hélices α plus 

structures désordonnées (- 7%) au bénéfice des groupements peptidiques impliqués dans les 

structures des feuillets  parallèles et antiparallèles (+ 2 et + 8% respectivement) en 
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comparaison avec la PDZ3 seule (Tableau 1). Par ailleurs, aucune variation significative n’est 

observée dans le pourcentage des structures des  coudes.  

Luck et al ont démontré par des mesures réalisées en résonance plasmonique de surface (SPR), 

que seul le peptide HTLV1 Tax1 parmi toute une série de peptides étudiés interagit avec les 

domaines PDZ issus de (MAGI 1-2, MAGI 1-3, Scrib-3, Scrib-4 et Scrib-34).17 Il a été décrit 

précédemment que la PDZ3 issue de la protéine Scribble, a une forte affinité pour le peptide 

HPV16E6L comparé au HPV16E6V. En revanche, MAGI 1-2 se lie fortement au HPV16E6V. 

Ces différences de « préférence » pour les acides aminés qui sont situés à la position p0, site où 

la mutation a eu lieu, pourraient être en corrélation avec les variations des acides aminés dans 

la boucle GLGF des domaines PDZ. En effet, la boucle GLGF de la PDZ3 Scribble est occupée 

par deux résidus d’acide aminé hydrophobes leucine qui sont plus grands que les valines, ceci 

pourrait contribuer à l’obtention d’une poche beaucoup plus grande et expliquera sa préférence 

pour la leucine.17 Or nos résultats ont montré des changements presque identiques dans la 

structure secondaire des deux complexes PDZ3/HPV16E6L et PDZ3/HPV16E6V et moins de 

changements dans le complexe PDZ3/HTLV1 Tax 1 comparé au pourcentage de structure de 

la protéine PDZ3 seule.  

Le complexe PDZ4/HTLV1 Tax1 a montré une augmentation de 9% du taux de structure 

hélices α plus structures désordonnées au détriment des feuillets  parallèles (-5%) comparé 

aux pourcentages de la structure secondaire de la PDZ4 seule (Tableau 1). Il a été reporté dans 

la littérature que la PDZ4 issue de la protéine Scribble, interagit uniquement avec le peptide 

HTLV1 Tax 1. La structure de la PDZ4 Scribble, a montré que cette protéine possède une 

surface chargée positivement en particulier autour de la poche de la liaison peptidique comparée 

à la PDZ3 et la PDZ3-4. De plus, dans la boucle GLGF de la PDZ4 Scribble, le premier résidu 

d’acide aminé, la glycine, a été remplacée par un résidu volumineux, l’arginine. Cet 

encombrement stérique pourrait empêcher la liaison d’un peptide présentant une grande chaîne 

latérale hydrophobe à la position p0. Ces deux contraintes de taille et de charge peuvent imposer 

des propriétés de séquence qui sont uniquement trouvés dans le peptide HTLV1 Tax 1.17 

En ce qui concerne la PDZ3-4, la principale variation observée est au niveau du complexe 

PDZ3-4/HPV16E6L. L’interaction de cette protéine avec le peptide HPV16E6L a induit une 

augmentation des hélices α plus structures désordonnée (+ 8%) au détriment des  coudes 

(- 9%) comparée à la structure secondaire de la PDZ3-4 seule (Tableau 1). Par ailleurs, une 

légère variation est observée pour le pourcentage de structure des feuillets  parallèles (- 4%). 
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Ce complexe a montré un comportement structural différent comparé aux autres complexes 

cités ci-dessus. Les complexes PDZ3-4/HPV16E6V et PDZ3-4/HTLV1 Tax 1, ont présenté peu 

de variation de taux de structure.  

Luck et al ont montré que le tandem PDZ3-4 se lie à plusieurs peptides avec une affinité 

beaucoup plus grande comparé à la PDZ3 et PDZ4 seules. De plus la boucle 2- 3 des différents 

domaines PDZ montre des effets très différents sur l’affinité et la spécificité de la liaison 

peptidique17. 

En résumé, les spectres FTIR-ATR des différents complexes nous ont permis d’estimer la 

structure secondaire de ces derniers ainsi que de voir les changements conformationnels lors de 

la formation de ces complexes. Cependant, à notre connaissance il n’existe pas d’étude dans la 

littérature sur la détermination de la structure secondaire des domaines PDZ et les complexes 

caractérisés au cours de cette thèse.  

En plus de la bande amide I, la bande amide II a également montré des changements avec un 

déplacement des bandes de 2 à 9 cm-1 vers des fréquences plus élevées pour les différents 

complexes étudiés. En effet, cette bande est sensible aux changements qui se produisent au 

niveau de la structure secondaire.  

A côté des changements conformationnels observés au niveau de la structure secondaire, la 

structure tertiaire a également montré des changements au niveau de la bande amide VI et des 

modes collectifs des liaisons hydrogène (Figure 8).  

 

Figure 8 : Spectres FTIR-ATR des domaines PDZ3, PDZ4, PDZ3-4 et des complexes PDZ3/HTLV1 Tax1, 
PDZ3/HPV16E6V, PDZ3/HPV16E6L, PDZ4/HTLV1 Tax1, PDZ3-4/HTLV1 Tax1, PDZ3-4/HPV16E6Vet 

PDZ3-4/HPV16E6L dans l’infrarouge lointain. 
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La bande amide VI découle de plusieurs vibrations, dont les vibrations de déformation  (C=O). 

Les changements observés au niveau de la bande amide I entre ces différents complexes vont 

avoir un effet direct sur la bande amide VI ce qui explique le décalage de 1 à 8 cm-1 vers des 

fréquences plus basses lors de la formation des différents complexes comparés au spectre de la 

protéine seule. La bande intense à 164 cm-1 correspondant aux vibrations des modes collectifs 

des liaisons hydrogène ne présente pas de modifications au niveau de la fréquence dans les 

différents complexes étudiés. Par contre, le profil spectral du complexe PDZ3/HPV16E6V se 

différencie de ceux des autres complexes. Afin d’expliquer cette observation, nous nous 

sommes appuyés sur les travaux de Brubach et al qui ont décrit dans le cas de l’eau que la 

fréquence de cette bande est liée aux mouvements intermoléculaires qui pourraient impliquer 

des liaisons non-covalentes, tandis que la largeur de cette bande est liée à la cohésion entre 

l’assemblage intra et intermoléculaire.10  

3.2 Spectres Raman 

Pour observer les changements conformationnels lors de la formation des différents complexes, 

nous avons réalisé leurs spectres Raman (Figure 9). 

 

Figure 9 : Spectres Raman des complexes PDZ3/HPV16E6L, PDZ3/HPV16E6V, PDZ3/HTLV1 Tax1, 
PDZ4/HTLV1 Tax1, PDZ3-4/HPV16E6L, PDZ3-4/HPV16E6V et PDZ3-4/HTLV1 Tax1obtenus avec une 

excitation à 514 nm. 
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Ces complexes ont montré des différences dans toute la gamme spectrale étudiée. La variation 

la plus importante est observée au niveau de la bande amide III. Mikhonin et al ont décrit 

précédemment que la bande amide III est sensible aux changements au niveau de la structure 

secondaire.18 Les résultats obtenus ont montré des changements identiques aux niveaux des 

complexes PDZ3/HPV16E6L, PDZ3/HPV16E6Let PDZ3/HTLV1 Tax1 avec des variations de 

position et d’intensité des bandes dans la région comprise entre 1340 et 1200 cm-1. Ceci est en 

accord avec les changements observés au niveau de la structure secondaire de ces trois 

complexes. Peu de variation sont notés au niveau du complexe PDZ4/HTLV1 Tax1 lors de la 

comparaison à PDZ4 seule. En ce qui concerne les complexe PDZ3-4/HPV16E6L, PDZ3-

4/HPV16E6V et PDZ3-4/HTLV1 Tax1, ces derniers ont montré des changements identiques 

aux complexes de la PDZ3. 

4 Conclusion  

Les résultats obtenus nous ont permis d’avoir une estimation de la structure secondaire des 

différents PDZ et peptides étudiés. Les complexes étudiés ont été structurés majoritairement en 

feuillet  parallèles avec un taux de structure variable selon la PDZ et le peptide étudié. Les 

changements conformationnels observés au niveau de la structure secondaire et tertiaire sont en 

accord avec les changements observés au niveau des spectres Raman.  

Cependant, afin de pouvoir émettre des hypothèses concernant l’origine de ces changements 

conformationnels, des calculs théoriques sur ces complexes protéiques sont nécessaires. Ce 

travail est en cours à l’heure actuelle (en collaboration avec le Laboratoire de Biotechnologie 

et Signalisation Cellulaire, équipe oncoprotéines, à l’université de Strasbourg) 

Toutefois, par manque de données dans la littérature, ces résultats resteront sans confirmation. 

Afin d’avoir plus de certitudes concernant les résultats obtenus, des optimisations dans le 

protocole de purification de ces PDZ seront nécessaires dans le futur pour éviter les problèmes 

de dénaturation de ces protéines.  
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Introduction 

Les hémocyanines sont des protéines extracellulaires présentes dans l’hémolymphe de plusieurs 

espèces d’arthropodes et de mollusques. Leur fonction principale est le transport de l’oxygène. 

Ce chapitre est dédié à une étude comparative de la stabilité, en suivant l’évolution des 

structures secondaires à différents pH et à de très basse température, des hémocyanines issues 

de deux organismes appartenant à des conditions de vie différentes : le crabe Limulus 

polyphemus (vivant dans des profondeurs allant de -30 à -1000 m) et l’araignée Eurypelma 

californicum (vivant dans le désert caractérisé par des larges fluctuations de température). 

Pour répondre à cet objectif, la spectroscopie infrarouge FTIR couplée à un cryostat a été mise 

en place pour travailler à très basse température, jusqu’à 20 K. En effet aucune donnée dans la 

littérature n’a été rapportée sur la stabilité de ces hémocyanines à de telles températures. 

Le deuxième point qui sera développé dans ce chapitre est l’étude de la structure secondaire et 

du site actif, en absence et en présence d’oxygène, des hémocyanines du Limulus polyphemus, 

de l’Eurypelma californicum et de l’Astacus leptodactylus à différents pH. Pour réaliser ces 

mesures, la spectroscopie infrarouge FTIR en mode ATR et la spectroscopie Raman ont été 

utilisées. 
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1 L’effet du vide sur la structure secondaire des protéines  

Les données présentées dans cette étude ont été obtenues sous vide à l’aide d’un cryostat à une 

pression constante de 1x10-7 mbar comme décrit dans la partie 1.6.1 du chapitre 2 matériels et 

méthodes. Afin d’étudier l’effet du vide sur la structure secondaire des hémocyanines à 

différents pH et différentes températures, la déconvolution de la bande amide I de ces protéines 

obtenue sous vide à 294 K a été comparée à la déconvolution de la bande amide I de ces mêmes 

échantillons caractérisés par spectroscopie FTIR en mode ATR sous forme d’un film sec. Les 

différentes composantes de cette bande qui représentent les éléments de la structure secondaire 

ont été attribuées de la manière suivante : les hélices α et les structures désordonnées (1648-

1660 cm-1), les feuillets  parallèles (1625-1640 cm-1), les feuillets  antiparallèles (représentés 

sous forme de deux bandes dans la région 1610-1628 et 1675-1695 cm-1) et les  coudes (1660-

1685 cm-1). Ces attributions sont basées sur des études en spectroscopie infrarouge rapportées 

dans la littérature sur la structure secondaire des protéines.1-4 Les structures hélice α et les 

structures désordonnées ont des absorptions en infrarouge qui se chevauchent dans la gamme 

spectrale étudiée comme décrit dans la littérature sur d’autres protéines.1, 3, 5 

La dérivation moyenne (fATR-fcryostat ± la déviation standard) entre ces deux types de mesures a 

été calculée et moyennée pour chaque élément de la structure secondaire des deux 

hémocyanines aux trois pH étudiés (Tableau 1). 

Structure 

secondaire 

(%) 

Hémocyanines 

pH 8.5 pH 7.5-7.8 pH 7 
Dérivation 

moyenne ATR   Cryostat ATR   Cryostat ATR   Cryostat 

Hélices α + 
désordonnées 

L. polyphemus 41 43 47 51 52 58 
-3 2.5 

E. californicum 37 36 38 40 42 47 

Feuillets- 
parallèles 

L. polyphemus 29 29 26 24 20 19 
2.3 1.9 

E.californicum 16 11 19 15 23 21 

Feuillets- 
antiparallèles 

L. polyphemus 11 10 12 8 14 12 
0.3 2.8 

E. californicum 21 24 15 18 18 17 

-coudes 
L. polyphemus 19 18 15 17 14 11 

0.3 2.2 
E. californicum 26 29 28 27 17 15 

Tableau 1 : Comparaison des différentes compositions structurales de la bande amide I des hémocyanines de L. 

polyphemus et E. californicum obtenues sur cristal ATR et sous vide en cryostat. 
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Ainsi, bien qu’il pourrait y avoir une légère tendance à l’augmentation des hélices α dans le 

vide, l’augmentation du taux de cette structure est plus petit que l’erreur typique liée à la 

déconvolution qui est d’environ (± 3.5 %). De plus, l’orientation de la protéine sur le cristal 

ATR pourrait également conduire à des petites différences dans les composantes de la structure 

secondaire. Ainsi, les résultats obtenus ont clairement démontré que le vide n’a pas affecté de 

manière significative la structure secondaire des protéines et tous les effets observés seront 

attribués à des différences de la structure secondaire induite par le pH et la température. 

2 L’effet du pH sur la structure des hémocyanines de L. polyphemus 

et E. californicum  

Trois conditions de pH ont été étudiées : pH 7, pH 7.5 ou 7.8 selon la protéine étudiée et pH 

8.5. Le choix de ces valeurs est lié à l’affinité pour l’oxygène de ces deux protéines. 

L’hémocyanine de L. polyphemus présente une forte affinité pour l’oxygène à pH 7 et moins 

d’affinité à pH 8.5. Par contre, pour l’hémocyanine de l’E. californicum le pH a une influence 

inverse sur l’affinité pour l’oxygène.  

La Figure 1 représentée ci-dessous montre les spectres d’absorption de la bande amide I des 

Hcs L.polyphemus et E.californicum à différentes valeurs de pH à température ambiante (294 

K).  

 

Figure 1: Spectres d'absorption des Hcs de L. polyphemus et E. californicum obtenus à pH 7, 7.5-7.8 et 8.5 à 
294K. 

Afin de déterminer les changements au niveau de la structure secondaire en fonction du pH et 

de la température, la déconvolution de la bande amide I a été effectuée pour les Hcs de L. 
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polyphemus et E.californicum à différents pH à température ambiante (294 K) (Figure 2). En 

effet, la bande amide I est associée aux vibrations d’élongation (C=O) des chaînes 

polypeptidiques de la protéine et est spécifique de la structure secondaire. 2, 6 

 

Figure 2: Déconvolution de la bande amide I en 5 composantes de profil Gaussien des Hcs de L. polyphemus à 
pH 7, pH 7.5, pH 8.5 et E. californicum à pH 7, pH 7.8 et pH 8.5 à température ambiante (294K). 

Pour suivre les changements conformationnels induits en fonction du pH, cinq bandes situées 

à 1693, 1678, 1658, 1638 et 1621 cm-1 ont été utilisées pour décomposer la bande amide I dans 

la gamme spectrale 1710-1600 cm-1. Le Tableau 2 détaille les différents éléments de la structure 

secondaire des deux hémocyanines à différents pH à 294 K. 
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pH 

Temperature(K) 

pH 8.5 pH 7.5-7.8 pH 7 

294 294 294 

Structure 

secondaire (%) 
   

Hélices α + structure 
désordonnées 

43 (36) 51 (40) 58 (47) 

Feuillets- parallèles 29 (11) 24 (15) 19 (21) 

Feuillets- 
antiparallèles 

10 (24) 8 (18) 12 (17) 

-coudes 18 (29) 17 (27) 11 (15) 

Tableau 2 : Pourcentages des structures secondaires des Hcs de L. polyphemus à pH 7, pH 7.5, pH 8.5 en noir et 
E. californicum à pH 7, pH 7.8 et pH 8.5 en rouge à température ambiante (294 K), obtenus à partir de la 

déconvolution de la bande amide I. La précision de la distribution des différentes composantes est estimée à ± 
3.5%. 

Les résultats de la décomposition de la bande amide I pour les deux hémocyanines à différents 

pH ont montré une structure secondaire composée majoritairement d’hélices α plus structures 

désordonnées (36-58%) (Figure 2 et Tableau 2). Le taux de structure hélice α dans les deux 

hémocyanines est en accord avec la structure cristallographique de la sous-unité II du 

L.polyphemus contenant 43% d’hélices α en se basant sur les attributions de la protéine portant 

le code PDB (1NOL). La bande amide I de ces deux hémocyanines comprend également deux 

composantes à 1618 et 1694 cm-1 caractéristiques des feuillets  orientés d’une manière 

antiparallèles et une autre composante à 1678 cm-1 attribuée aux  coudes. 

Le pourcentage total des feuillets  (parallèles, antiparallèles et coudes) de l’hémocyanine de 

l’E.californicum est supérieur de 7 à 11% comparé à l’hémocyanine de L. polyphemus à 

différents pH étudiés. De plus, dans le cas de l’hémocyanine de l’E.californicum en allant vers 

un pH basique la position des bandes d’absorption des hélices α plus structures désordonnées 

et des -coudes sont déplacées de 5 à 10 cm-1 vers des faibles fréquences. Ce déplacement n’est 

pas observable dans le cas du L. polyphemus (Figure 1).  

Comme on peut le voir sur la Figure 1 le profil spectral de la bande amide I de l’hémocyanine 

de l’E.californicum à différents pH a montré des spectres plus ou moins larges aux valeurs de 
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pH 7 et 7.8, indiquant une contribution plus élevée des éléments de la structure secondaire, 

principalement des hélices  plus structures désordonnées (1652-1660 cm-1) et les β coudes 

(1671-1681 cm-1). En revanche, le profil amide I de l’hémocyanine de L.polyphemus est 

identique à différent pH étudiés (Figure 1). Les variations observées dans le cas de 

l’hémocyanine de l’E.californicum sont beaucoup plus grandes que celles décrites dans la 

littérature. Par exemple, Gilde et al ont noté un décalage de 6 cm-1 entre ces différentes 

composantes (hélices  plus structures désordonnées et β coudes) en raison du changement de 

pH.7  

Nos résultats ont montré que ces deux hémocyanines ont un comportement structural différent 

vis-à-vis du pH étudié à température ambiante (294 K). Pour l’hémocyanine de L.polyphemus 

en allant vers un pH basique, le pourcentage des hélices α plus structures désordonnées diminue 

progressivement en faveur de l’augmentation des feuillets  parallèles. Dans le cas de 

l’hémocyanine de l’E.californicum, les hélices α plus structures désordonnées ainsi que les 

feuillets  parallèles diminuent en faveur de l’augmentation des feuillets  antiparallèles et des 

 coudes (Tableau 2, Figure 3). 

 

Figure 3 : Histogrammes des différents éléments de la structure secondaire des hémocyanines de L. polyphemus 
et E. californicum à pH7, 7.5-7.8 et 8.5 à température ambiante (294 K). La précision de la distribution des 

différentes composantes est estimée à ± 3.5%. 

Ce comportement structural différent entre ces deux protéines induit par le pH peut avoir une 

signification biologique et peut être lié à l’environnement des protéines issues d’organismes 

provenant de deux habitats très différents.8 Cette différence est liée à l’effet de Bohr qui décrit 
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le couplage négatif entre la liaison de l’oxygène à ces protéines respiratoires et la liaison de la 

protéine à des protons. En général, les hémocyanines ont un effet de Bohr normal comme par 

exemple l’E. californicum. L. polyphemus en revanche est l’une des rares hémocyanines avec 

un effet de Bohr inverse pour les valeurs de pH allant de 7 à 9, ceci implique que les 

hémocyanines issues des différentes espèces ne montrent pas la même dépendance vis-à-vis du 

pH.9, 10 

3 L’effet de très basses températures sur la structure des 

hémocyanines de L. polyphemus et E. californicum  

Afin de comprendre l’effet de très basses températures liées aux conditions de vie des 

organismes dont les hémocyanines sont issues, sur la structure de ces protéines nous avons 

mesuré les spectres d’absorption des deux hémocyanines en fonction de la température à 

différents pH. 

La déconvolution de la bande amide I a montré des différences notables entre les hémocyanines 

L. polyphemus et E. californicum. Dans le cas de l’hémocyanine de L.polyphemus un 

changement dans la structure secondaire s’est produit lors de l’exposition de cette protéine à de 

très basses températures allant de 294 à 10 K à différents pH (Tableau 3 pour pH 8.5 et Tableau 

S3, S4 en annexe pour pH 7 et 7.5 respectivement). Ce changement de structure se présente 

sous la forme d’une diminution progressive de la structure secondaire majoritaire l’hélice α plus 

structure désordonnée en faveur de l’augmentation des feuillets β parallèles aux trois pH 

étudiés. A chaque température étudiée, on observe de plus le même comportement structural 

noté précédemment sous l’effet du pH à température ambiante (294 K). 

En ce qui concerne l’hémocyanine de l’E.californicum, aucun changement important de 

structure secondaire n’est observé et cela est confirmé par les données de déconvolution de 

l’amide I de cette protéine à différentes températures (Tableau 4 pour pH 8.5 et Tableau S5, S6 

en annexe pour pH 7 et 7.8 respectivement).  
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Température (K) 

1660-1664 cm-1 

Hélices α+ 

désordonnée 

1639-1642 cm-1 

Feuillets-β 

parallèles 

1679-1685 cm-1 

β-coudes 

1616-1624/1693-

1695 cm-1 

Feuillets-β 

antiparallèles  

294 43 (51) 29 (30) 18 (7) 10 (12) 

250 45 (42) 31 (31) 17 (18) 7 (9) 

200 47 (45) 28 (29) 17 (15) 8 (11) 

150 40 (39) 22 (22) 22 (26) 16 (13) 

100 45 (48) 33 (31) 14 (11) 8 (10) 

80 34 (31) 32 (34) 24 (24) 10 (11) 

50 35 (35) 37 (36) 18 (19) 10 (10) 

40 35 (34) 39 (37) 16 (18) 10 (11) 

30 34 (34) 38 (37) 19 (18) 9 (11) 

20 33 (34) 38 (37) 20 (14) 9 (15) 

10 31 (31) 42 (42) 17 (17) 10 (10) 

Tableau 3 : Pourcentages des différentes composantes de la structure secondaire de l’hémocyanine de L. 

polyphemus avec leurs nombres d’onde sous l’effet de très basses températures allant de 294 à 10 K à pH 8.5. 
Les pourcentages des expériences de montée en température de 10 à 294 K sont indiqués en rouge. La précision 

de la distribution des différentes composantes est estimée à ± 3.5%. 
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Température (K) 

1652-1661 cm-1 

Hélices α+ 

désordonnée 

1637-1640 cm-1 

Feuillets-β 

parallèles 

1671- 1682 cm-1 

β-coudes 

1621-1628 /1690-

1695 cm-1 

Feuillets-β 

antiparallèles  

294 36 (38) 11 (10) 29 (29) 24 (23) 

250 42 (38) 16 (19) 24 (19) 18 (24) 

200 38 (42) 17 (17) 23 (19) 22 (22) 

150 40 (40) 18 (20) 25 (23) 17 (17) 

100 40 (39) 19 (19) 25 (26) 16 (16) 

50 34 (35) 17 (18) 29 (28) 20 (19) 

20 36 (36) 19 (19) 27 (27) 18 (18) 

Tableau 4 : Pourcentages des différentes composantes de la structure secondaire de l’hémocyanine de 
l’E.californicum avec leurs nombres d’onde sous l’effet de très basses températures allant de 294 à 20K à pH 

8.5. Les pourcentages des expériences de montée en température de 20 à 294 K sont indiqués en rouge. La 
précision de la distribution des différentes composantes est estimée à ± 3.5%. 

Le comportement des deux hémocyanines sous l’effet de très basses températures a montré une 

ressemblance notable en terme de taux de structure hélice α plus structure désordonnée (33-

41%) aux différents pH étudiés. Ce pourcentage de structure calculé est en accord avec le taux 

de structure trouvé en cristallographie code PDB (1NOL). 

De plus, dans le cas de l’hémocyanine de L. polyphemus, l’augmentation des feuillets β 

parallèles au détriment des hélices α plus structures désordonnées est probablement liée à une 

diminution de la structure désordonnée et donc ne concerne pas la perte de la structure ordonnée 

en hélice α. 

Des expériences ont été réalisées par le Pr. Nadja Hellmann à l’institut de Biophysique 

Moléculaire à l’université de Mayence sur la liaison à l’oxygène de l’hémocyanine de 

L.polyphemus suite à l’exposition à de très basses températures, pour soutenir notre hypothèse 

concernant la perte de la structure désordonnée. Les résultats ont montré que la liaison à 

l’oxygène est encore présente dans l’hémocyanine de L.polyphemus malgré les très basses 
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températures ce qui peut indiquer que le site actif dans la sous unité II de l’hémocyanine de 

L.polyphemus, structurée principalement en hélice α, est resté intact. 

L’hypothèse envisageable pour expliquer la stabilité de ces deux hémocyanines pourrait être 

liée à l’utilisation d’échantillon sous forme de film avec une concentration élevée de protéine 

(> à 100 mg/ml). Toutefois, dans le cas par exemple de la myoglobine et de l’anticorps 

monoclonal 1 (mAb1) sous l’effet de très basses températures en solution, un dépliement de la 

structure a été observé.11, 12  

De plus, dans les conditions physiologiques mais aussi dans le tampon utilisé pour l’étude des 

protéines isolées, la température va avoir un effet sur le pH. Il peut être possible que les 

changements structuraux observés pour l’hémocyanine de L. polyphemus à très basses 

températures soient dus directement à l’effet de la température mais aussi au changement de 

pH dû à la température. Par exemple, des mesures effectuées par Kolhe et al sur le tampon Tris-

HCl ont montré une augmentation de pH de ~ 1.2 unité dans la gamme de température de + 25 

à - 30 °C.13 Cependant, cet effet sur le pH du tampon peut varier selon la protéine présente dans 

le milieu et selon sa concentration. Par exemple, Smith et al ont estimé une variation du pH 

dans le tampon Tris d’environ + 2.3 unité, alors qu’en présence de 40 mg/ml d’albumine, cette 

variation de pH diminue à + 0.1.14  

Dans notre étude, nous avons utilisé des concentrations élevées en protéine et donc une 

stabilisation du pH similaire à celle de la littérature peut être attendue. Ainsi, nous pouvons 

confirmer que les changements structuraux observés proviennent uniquement des changements 

de température et non pas des variations de pH dues aux changements de température. 

Un autre changement structural important observé sous l’effet des basses températures est au 

niveau de la bande amide II. Cette bande caractéristique de la structure tertiaire, située aux 

alentours de 1536-1547 cm-1, est associée aux vibrations d’élongations ν (C=N) et déformations 

δ (N-H). Pour les deux hémocyanines, la bande amide II est déplacée de 9 cm-1 vers les hauts 

nombres d’onde avec la diminution de la température de 294 à 20 K à toutes les valeurs de pH 

étudiées (Figure 4).  

Ce changement structural peut être expliqué par l’effet des liaisons hydrogène. En effet, 

l’exposition des groupements N-H à des molécules d’eau va mener à la formation de liaisons 

hydrogènes (NH…OH2). Celles-ci tendent à augmenter la constante de force de la bande de 

vibration N-H et induisent un déplacement de la bande amide II vers les hauts nombre d’onde.15 
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Figure 4: Dépendance en température des spectres d'absorption FTIR des hémocyanines de L. polyphemus et E. 

californicum à pH 7, 7.5-7.8 et 8.5 obtenus aux températures 294, 250, 200, 150, 100, 50 et 20 K. 

3.1 La transition de la structure secondaire sous l’effet de très 

basses températures  

La Figure 5 représente les pourcentages d’hélices α plus structures désordonnées ainsi que des 

feuillets β parallèles à de très basses températures. Pour l’ l’hémocyanine de L. polyphemus 

entre les températures de 100 et 50 K, une transition de la structure secondaire prend place. 

Cette transition implique une diminution progressive de la contribution des hélices α plus les 

structures désordonnées et une augmentation simultanée des feuillets β parallèles. 

En revanche l’hémocyanine de l’E. californicum n’a montré aucune transition de la structure 

secondaire pour toutes les valeurs de pH étudiées (Figure 5). Ainsi, l’ensemble de la structure 

de la protéine est maintenu stable au cours de l’exposition à de très basses températures. 
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Figure 5 : Représentation des taux des structures hélices α plus structures désordonnées en noir et feuillets β 
parallèles en blanc des hémocyanines de L. polyphemus et E. californicum en fonction de très basses 

températures à pH 7, 7.5-7.8 et 8.5. La précision de la distribution des différentes composantes est estimée à ± 
3.5%. 

3.2 Réversibilité des changements structuraux des hémocyanines 

de L. polyphemus et E. californicum observés sous l’effet de très 

basses températures 

Afin d’illustrer les changements conformationnels observés lors de l’exposition de ces deux 

protéines à de très basses températures à pH 8.5, ainsi que de vérifier la réversibilité, des 

mesures allant de 10 à 294 K ont été réalisées. Les spectres infrarouge différentiels en fonction 

de la température ont été calculés par la suite et sont représentés en Figure 6. 
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Figure 6 : Spectres infrarouge différentiels des Hémocyanines de L. polyphemus et E. californicum à pH 8.5 
obtenus à de très basses températures allant de 294 à 10 K et à 20 K respectivement. Le cycle du retour allant de 

10 et 20 K à 294 K est représenté en pointillé. 

Pour l’hémocyanine de L. polyphemus, les spectres infrarouges différentiels calculés pour le 

cycle de la congélation de 294 à 10 K ont été obtenus par la soustraction du spectre à 294 K aux 

spectres obtenus à basses températures. Les spectres sont représentés du bas à 294 K vers le 

haut à 10 K en suivant la bande positive à 1631 cm-1. 

Pour le cycle de retour à température ambiante allant de 10 à 294 K, les spectres aux basses 

températures ont été soustraits du spectre à 294 K. Les spectres sont représentés en pointillés 

du bas à 10 K vers le haut à 294 K en suivant la bande négative à 1631 cm-1. La même méthode 

a été utilisée pour calculer les spectres différentiels de l’hémocyanine de l’E.californicum. 

En ce qui concerne l’hémocyanine de L. polyphemus, ces spectres différentiels ont montré une 

bande positive à 1631 cm-1 qui indique l’augmentation des feuillets β parallèles et une bande 

négative à 1663 cm-1 qui confirme la diminution des hélices α plus structures désordonnées 

sous l’effet de la diminution de la température (Figure 6). Les spectres différentiels de la même 

protéine calculés à partir des expériences de montées en température ont montré une bande 

négative à 1631 cm-1 et une bande positive à 1663 cm-1 (spectres en pointillés sur la Figure 6) 

ce qui démontre la réversibilité des changements structuraux. 

Pour l’hémocyanine de l’E. californicum les spectres différentiels à pH 8.5 montrent un pic 

négatif à 1670 cm-1 associé aux β coudes diminuant à basses températures et un pic positif à 
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1632 cm-1 indiquant l’augmentation des feuillets β parallèles. La structure de cette protéine 

montre des changements presque réversibles vis-à-vis de l’abaissement de la température 

jusqu’à 20 K. Cette réversibilité concernant les changements structuraux observés pour 

l’hémocyanine de L. polyphemus et E.californicum sous l’effet de très basses températures à 

pH 8.5 est également confirmée par les données de la déconvolution représentées dans Tableau 

3 et Tableau 4. 

3.3 L’effet des hautes températures sur la structure des 

hémocyanines de L. polyphemus et E. californicum 

Nous nous sommes intéressés dans cette partie à examiner la stabilité des deux hémocyanines 

de L. polyphemus et E. californicum sous l’effet des hautes températures allant de 15 à 75°C. 

Des spectres d’absorption infrarouge ont été mesurés à 15, 25, 35, 45, 55, 65 et 75°C en solution 

à différentes valeurs de pD (7, 7.5-7.8 et 8.5) (Figure S6 en annexe) en utilisant la cellule de 

transmission décrite précédemment dans la partie 1.6 de Matériels et Méthodes. La plage de 

température étudiée monte jusqu’à 75°C, ces protéines peuvent être étudiées à de si haute 

température en raison de leur stabilité. En effet Ikadieva et al et Sterner et al ont montré que 

l’extrême thermostabilité de ces hémocyanines est liée à la stabilité intrinsèque élevée de leurs 

sous-unités. Des mesures en calorimétrie différentielle à balayage (DSC) sur les hémocyanines 

de L. polyphemus et E. californicum ont présenté des températures de transition de 93 et 92 °C 

respectivement.8, 16 

Des études précédentes ont montré que la fonction de l’hémocyanine est conservée malgré les 

variations de pH provenant de l’effet des hautes températures. En effet, Sterner et al ont observé 

par diffusion de la lumière que la diminution du pH de 7.6 à 6.2 dans la gamme de température 

allant de 20 à 85°C n’est pas accompagnée d’une dénaturation de l’hémocyanine de l’E. 

californicum.8 De plus Decker et al, ont démontré via des mesures d’ultracentrifugation 

analytique que l’hémocyanine de l’E. californicum conserve sa coopérativité à l’oxygène dans 

la gamme de pH comprise entre 5 et 9. 17 Ainsi, les résultats de nos expériences dédiées à l’étude 

des hémocyanines sous l’effet des hautes températures à différents pD pourront être expliqués 

par les variations de températures. 

La déconvolution de la bande amide I des hémocyanines de L. polyphemus et E. californicum 

à 15 et 75°C à pD 7, 7.5-7.8 et 8.5 est représentée sur la Figure 7 et la Figure 8, respectivement. 
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Figure 7 : Déconvolution de la bande amide I en 6 composantes de profil Gaussien de l’hémocyanine de L. 

polyphemus à 15 et 75°C à pD 7, 7.5 et 8.5. 
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Figure 8 : Déconvolution de la de la bande amide I en 6 composantes de profil Gaussien de l’hémocyanine de 
l’E.californicum à 15 et 75°C à pD 7, 7.8 et 8.5. 
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Le Tableau 5 détaille les différents éléments de la structure secondaire des deux hémocyanines 

à 15 et 75°C à différents pD. 

Structure 

secondaire 

(%) 

Hémocyanines 

pD 8.5 pD 7.5-7.8 pD 7 

15°C  75°C 15°C  75°C 15°C  75°C 

Hélices α  
L.polyphemus 34 35 32 29 34 33 

E.californicum 37 36 33 36 36 33 

Feuillets- 
parallèles 

L.polyphemus 28 27 27 26 27 30 

E.californicum 31 29 28 27 31 30 

Feuillets- 
antiparallèles  

L.polyphemus 9 9 10 7 9 4 

E.californicum 5 3 7 5 8 5 

-coudes 
L.polyphemus 9 10 11 17 9 13 

E.californicum 6 11 16 16 9 14 

Structure 

désordonnées 

L.polyphemus 20 19 20 21 21 20 

E.californicum 21 21 16 16 16 18 

Tableau 5 : Pourcentages des structures secondaires des hémocyanines de L. polyphemus et E. californicum en 
solution à pD 7, 7.5-7.8 et 8.5 obtenus à l'aide de la déconvolution de la bande amide I en six composantes 

(1688, 1674, 1658, 1646, 1635 et 1617 cm-1). La précision de la distribution des différentes composantes est 
estimée à ± 3.5%. 

Les résultats obtenus ont montré que les deux structures secondaires majoritaires des deux 

hémocyanines en solution à différents pD (7, 7.5-7.8 et 8.5) à 15 et 75°C sont les hélices α (33-

37%) et les feuillets  parallèles (26-31%). De plus, le taux des différents éléments de structure 

secondaire des hémocyanines de L. polyphemus et E. californicum est resté stable sous l’effet 

des hautes températures ce qui indique une haute thermostabilité de ces protéines.  
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4 L’effet de l’oxygénation sur la structure secondaire des 

hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum et A. 

leptodactylus à différents pH 

Le deuxième point qui sera développé dans cette partie est l’oxygénation. Au cours de cette 

étude, nous avons suivi par spectroscopie infrarouge en mode ATR la stabilité des trois 

hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus à pH 7, 7.5-7.8 et 8.5 en 

présence et absence d’oxygène afin d’examiner les changements induits sur la structure 

secondaire de ces protéines. Les spectres ATR-FTIR ont été enregistrés dans la gamme 

spectrale allant de 1750 à 1450 cm-1 et en Figure 9 sont présentées les régions correspondant 

aux modes amide I et amide II. 
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Figure 9 : Spectres ATR-FTIR des hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus à 
différents pH et différents états d’oxygénation. 

Au cours de ce projet, nous nous sommes focalisés uniquement sur l’étude de la bande amide I 

qui est attribuée aux vibrations d’élongations (C=O) de la chaîne polypeptidique et est 

spécifique de la structure secondaire de la protéine. Ainsi, cette bande sera utilisée pour suivre 

les changements conformationnels en fonction de l’état d’oxygénation.  
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La bande amide II située aux alentours de 1535 cm-1 est décalée de 20 cm-1 vers les faibles 

nombres d’onde lors de la désoxygénation. En effet, cette bande est sensible aux changements 

qui se produisent au niveau de la structure secondaire. 

La comparaison du profil de la bande amide I obtenue à différents états d’oxygénation et de pH 

pour les trois hémocyanines a montré des changements bien distincts notamment à l’état 

désoxygénée (Figure 9 spectres rouges). En effet, la bande amide I centrée aux alentours de 

1647 cm-1 a le même profil spectral à l’état oxygéné et réoxygéné à toutes les valeurs de pH 

étudiées (spectres noirs et bleus). Cependant, la bande amide I de la forme désoxygénée de ces 

trois protéines est observée aux alentours de 1650 cm-1. De plus, les éléments de la structure 

secondaire obtenus par la déconvolution de la bande amide I sont également déplacés vers des 

fréquences plus élevées en allant vers un pH basique. Pour quantifier les changements de la 

structure secondaire liés à la présence et l’absence d’oxygène à différentes valeurs de pH, la 

décomposition de la bande amide I en cinq bandes situées à 1687, 1669, 1648, 1628 et 1613 

cm-1 a été réalisée. Les Figure 10, Figure 11 et Figure 12 détaillent l’évolution des différents 

éléments de la structure secondaire des trois hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum 

et A. leptodactylus à différents états d’oxygénation et de pH (Tableau S7 en annexe).  
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Figure 10: Histogrammes présentant la variation des éléments de la structure secondaire de l’hémocyanine de L. 

polyphemus en fonction de l'état d'oxygénation à pH 7,7.5 et 8.5. La précision de la distribution des différentes 
composantes est estimée à ± 3.5%. 
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Figure 11: Histogrammes présentant la variation des éléments de la structure secondaire de l’hémocyanine de 
l’E. californicum en fonction de l'état d'oxygénation à pH 7, 7.8 et 8.5. La précision de la distribution des 

différentes composantes est estimée à ± 3.5%. 
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Figure 12: Histogrammes présentant la variation des éléments de la structure secondaire de l’hémocyanine de 
l’A. leptodactylus en fonction de l'état d'oxygénation à pH 7,7.5 et 8.5. La précision de la distribution des 

différentes composantes est estimée à ± 3.5%. 

Les trois hémocyanines à l’état oxygéné sont principalement structurées en hélices α plus 

structures désordonnées (37-52%) pour toutes les valeurs de pH étudiées. La comparaison de 

la structure secondaire de ces trois hémocyanines a révélé des changements conformationnels 

différents à l’état désoxygéné aux trois valeurs de pH étudiées. Des comportements différents 

sont observés pour les structures feuillets β parallèles, β coudes et les feuillets β antiparallèles 

en fonction du pH et de l’état d’oxygénation. Par conséquent, pour simplifier l’interprétation 

des résultats, nous avons additionné toutes les composantes β pour discuter des changements 

structuraux en fonction de deux structures principales : l’hélice α plus structures désordonnées 

et la structure β totale. En effet, la désoxygénation de ces trois hémocyanines induit une légère 

diminution des hélices α plus structures désordonnées (30-42%) et l’augmentation de la 

structure totale β (+ 4-11%) à tous les pH étudiés (Tableau S7 en annexe). Ce changement 

conformationnel sur la structure des trois hémocyanines est plus prononcé à pH 7 et 7.5 pour L. 

polyphemus et A. leptodactylus. Pour l’hémocyanine de l’E. californicum les changements 
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structuraux observés sont similaires à toutes les valeurs de pH étudiées. Ces changements 

conformationnels, induits pour les trois hémocyanines à l’état désoxygéné peuvent être appuyé 

par d’autre études effectuées sur l’hémocyanine E. californicum à l’état désoxygéné. 

En effet, des études réalisées par diffraction des rayons X sur le site actif de l’hémocyanine à 

l’état désoxygéné ont montré que la géométrie de ce site change avec la désoxygénation en 

fonction du pH. Cela est suggéré comme le résultat d’une contrainte sur le site actif induit par 

des changements conformationnels au niveau de la protéine.18  

De plus, d’autres études par diffraction des rayons X aux petits angles ont montré que la forme 

oxygénée de l’hémocyanine de l’E.californicum était beaucoup moins compact qu’à l’état 

désoxygéné, ce qui peut indiquer des changements au niveau de la structure quaternaire de la 

protéine. 19 

Les résultats des taux de structures secondaires des trois hémocyanines à l’état réoxygénée sont 

presque identiques à ceux obtenus pour les protéines à l’état oxygéné pour les différentes 

valeurs de pH étudiées (Figure 10, Figure 11 et Figure 12 et Tableau S7 en annexe).  
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4.1 Réversibilité de la structure secondaire des hémocyanines de 

L.polyphemus, E.californicum et A.leptodactylus vis-à-vis de 

l’oxygénation 

Afin d’obtenir un aperçu supplémentaire sur les changements conformationnels survenus dans 

les hémocyanines de L. polyphemus, l’E.californicum et l’A.leptodactylus à l’état oxygéné et 

réoxygéné, nous avons calculé les spectres différentiels à pH 7, 7.5-7.8 et 8.5 comme le montre 

la Figure 13.  

 

Figure 13: Spectres différentiels des hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus à pH 7, 
7.5-7.8 et 8.5 obtenus au cours du processus d’oxygénation (oxy-désoxy) traits en continu et en pointillés 

(désoxy-réoxy). 

Ces spectres ont été obtenus en soustrayant les spectres des protéines sous forme désoxygénée 

des spectres de la forme oxygénée. Les spectres en pointillés représentent la soustraction de la 

forme réoxygénée des spectres de la forme désoxygénée à différentes valeurs de pH pour les 

trois hémocyanines.  

Les spectres différentiels calculés pour les trois protéines à l’état désoxygéné sont dominés par 

une bande négative large (traits continus Figure 13) située entre 1717 et 1646 cm-1. Cette bande 
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est complexe, elle contient les contributions des feuillets  antiparallèles, des  coudes et des 

hélices α plus structures désordonnées. Au cours de la désoxygénation, cette bande diminue en 

faveur de l’augmentation de la bande positive située à 1625 cm-1 qui est attribuée aux feuillets 

 parallèles. A l’état désoxygéné des trois hémocyanines, les bandes associées aux éléments de 

la structure secondaire sont déplacées de 2 à 10 cm-1 vers les hauts nombre d’onde. De plus, les 

pourcentages des structures feuillets  antiparallèles,  coudes et les hélices α plus structures 

désordonnées diminuent à l’état désoxygéné en faveur de l’augmentation du pourcentage des 

feuillets  parallèles comme le montre le résultat de la déconvolution représenté dans le Tableau 

S7 en annexe. Lors de la réoxygénation, les spectres différentiels ont montré une réversibilité 

presque totale aux différents états d’oxygénation et de pH pour les trois hémocyanines de L. 

polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus. 

4.2 Etude par spectroscopie Raman  

Comme nous avons observé précédemment des changements au niveau de la structure 

secondaire au cours du processus d’oxygénation, nous nous sommes également focalisés sur 

l’étude de l’influence de l’oxygène sur le site actif via l’étude des bandes de vibrations 

d’élongation (O-O) à l’aide de la spectroscopie Raman.  

Ci-dessous, un des exemples des spectres Raman des hémocyanines de L. polyphemus, E. 

californicum et A. leptodactylus à différents états d’oxygénation à pH 7 (Figure 14). Les 

spectres Raman de ces hémocyanines à pH 7.5-7.8 et 8.5 sont représentés dans les Figures S7 

et S8 en annexe. 

 

Figure 14 : Spectres Raman des hémocyanines de L.polyphemus, E.californicum et A.leptodactylus à l’état 
oxygéné, désoxygéné et réoxygéné à pH 7 obtenu avec une excitation à 514 nm dans la gamme spectrale 1780-

360 cm-1 avec une correction de la ligne de base. 
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Le spectre Raman de la forme oxygénée des trois hémocyanines est composé de deux régions 

principales. La première située de 1780 à 999 cm-1 est dominée par des bandes intenses 

localisées à 1660-1662, 1447-1451 et 1001-1007 cm-1 qui correspondent au mode amide I, un 

mélange des modes de vibration des histidines et arginines et de la phénylalanine, 

respectivement. Les bandes moins intenses de cette région sont généralement attribuées à la 

tyrosine, amide II ainsi que d’autres vibrations des résidus d’acides aminés. 

La deuxième région, allant de 999 à 360 cm-1, contient des bandes de faible intensité attribuées 

à des vibrations issues de divers résidus d’acides aminés comme l’histidine, la glycine, 

l’isoleucine et la tyrosine. Cette région contient également les vibrations d’élongations ν (O-O) 

de la bande d’oxygène. 

Au cours de la désoxygénation, une diminution importante de l’intensité a été observée sur toute 

la gamme spectrale comme le montre la Figure 14 pour les trois hémocyanines. Cette 

diminution d’intensité des bandes est expliquée par le changement observé en spectroscopie 

UV-Visible entre la forme oxygénée et désoxygénée. A l’état désoxygéné, les orbitales 

moléculaires d sont occupées, ceci implique qu’il y a pas de transition d-d, pas de mobilité 

électronique et donc pas d’absorption dans le visible ainsi que de très faible signaux observé en 

spectroscopie Raman.  

Lors de la réoxygénation, les bandes redeviennent intenses et sont identiques à celles des 

spectres de l’état oxygéné. Le Tableau 6 détaille l’attribution des différentes bandes observées 

sur le spectre Raman des hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus 

à différents états d’oxygénation à pH 7.  

pH 7 

Hémocyanines Oxygéné Désoxygéné Réoxygéné 

Tentative 

d’attribution 

(cm-1) 

L.p/ E.c/A.l 1662/1660/1662 1665/1664/1668 1665/1661/1665 
Amide I 

ν(C=O) + 
tampon 

L.p/ E.c/A.l 1609/1609/1609 1608/1608/1609 1609/1604/1606 phénylalanine 

L.p/ E.c/A.l 1557/1554/1558 1556/1551/-/ 1557/1558/1554 ν(COO-)as, Trp 

L.p/ E.c/A.l - / - /1522 -/-/- -/-/1525 ? 
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L.p/ E.c/A.l 1448/1447/1451 1449/1447/1448 1449/1447/1451 

δ(CH2) 
histidine + ν(N-
C-N)as arginine, 
δ(CH2) glycine 

+tampon 

L.p/ E.c/A.l 1340/1340/1341 1344/1338/1340 1340/1337/1340 
β(CH2) 

histidine, (CH) 
isoleucine,  

L.p/ E.c/A.l 1316/1318/1319 1316/1317/1317 1319/1313/1317 

ν de l’anneau 
phénylalanine, 

ν(C=N) 
histidine , 

ν(C-N) 

L.p/ E.c/A.l 1257/1253/1264 1252/-/- 1260/1250/1266 

Amide III δ 
(O=C-N), Tyr, 

His, Asp et  

(Cδ
as rock), 

δ(Cβ), 

 (Hα-Cα-Ct) 
isoleucine 

L.p/ E.c/A.l 1034/1030/1034 1034/1030/1034 1034/1031/1034 Tampon 

L.p/ E.c/A.l 1007/1001/1005 1005/1002/1004 1007/1002/1004 
δ de l’anneau 
phénylalanine 

L.p/ E.c/A.l 856/853/856 853/850/- 856/851/854 

Tyr, ν(=C-C),  

δ de l’anneau 
histidine 

L.p/ E.c/A.l 830/830/830 830/826/- 830/830/830 (C-C1) 
isoleucine , Tyr 

L.p/ E.c/A.l 763/760/762 763/762/- 763/760/762 Tryptophane  

L.p/ E.c/A.l 747/745/746 - /- /- 747/745/746 ν(O-O) 

L.p/ E.c/A.l 642/642/646 643/641/- 645/640/645 Tyr 

L.p/ E.c/A.l 624/620/623 624/620/- 620/619/623 Phénylalanine 

L.p/ E.c/A.l 580/-/-  -/-/-  579/- /-  ? 

L.p/ E.c/A.l 417/413/-  -/-/-  414/ 412/-  ? 

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des bandes de vibrations des spectres Raman des hémocyanines de L. 

polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus à différents états d’oxygénation à pH 7.20-23 

La Figure 15 ci-dessous montre les changements des bandes de vibrations de l’oxygène et des 

résidus d’acides aminés tryptophanes qui se produisent au niveau du site actif lors du processus 

d’oxygénation. Il est important de noter que les lignes de base de ces spectres Raman n’ont pas 
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été corrigées afin d’éviter une surestimation de l’intensité de ces bandes. Ces spectres Raman 

ont présenté deux bandes situées aux alentours de 760 et 745 cm-1, attribuées respectivement 

aux vibrations des résidus d’acides aminés tryptophane et d’élongation ν (O-O) de l’oxygène 

des sites actifs.20, 21 

 

Figure 15 : Représentation de la bande d’oxygène et tryptophane des spectres Raman des hémocyanines de L. 

polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus à différents pH et états d'oxygénation obtenus à une excitation 
de 514 nm dans la gamme spectrale 785-724 cm-1 sans correction de la ligne de base. 

Les spectres Raman de l’état désoxygéné de ces trois protéines à pH 7 ont montré un 

comportement similaire caracterisé par une diminution importante de l’intensité des bandes. 

Mais, à pH intermédiaire (7.5-7.8) les hémocyanines de L. polyphemus et A. leptodactylus 

paraissent moins affecté par la désoxygénation comparé à l’hémocyanine de E. californicum. 

Cependant, à pH 8.5, le spectre Raman de l’hémocyanine de L.polyphemus à l’état désoxygéné 

est plus intense comparé à ceux obtenus des hémocyanines de l’E.californicum et l’A. 

leptodactylus. 

Similairement, des différences dans ces deux bandes Raman sont observées pour les 

hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus à l’état réoxygéné. A pH 

7 un profil similaire est obtenu pour ces deux bandes entre l’état oxygéné et réoxygéné. A pH 

intermédiaire, la réoxygénation des Hcs du L. polyphemus et E. californicum donne des spectres 
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Raman semblables à ceux obtenus dans la forme oxygénée, par contre le spectre Raman de 

l’hémocyanine de l’A.leptodactylus est moins intense que le spectre à l’état oxygéné. A pH 8.5, 

seul le spectre Raman de Hc de l’E.californicum à l’état réoxygéné présente un profil similaire 

à celui obtenu à l’état oxygéné, les spectres du L. polyphemus, et A. leptodactylus sont moins 

intenses comparé à ceux obtenus pour les deux espèces à l’état oxygéné. 

Ces trois hémocyanines ont montré des signatures Raman différentes à l’état désoxygéné et 

réoxygéné à différentes valeurs de pH. L’enlèvement de l’oxygène des sites actifs des Hcs du 

L. polyphemus et A. leptodactylus semble être affecté par le pH à 7.5 et 8.5, alors que 

l’hémocyanine de l’E.californicum est beaucoup moins influencé par le pH. Les résultats 

obtenus dans cette étude ne sont pas reproductibles au contraire de ceux obtenus par 

spectroscopie infrarouge, cela peut être dû à des problèmes liée à la cellule, qui est en cours 

d’amélioration. En effet, le problème rencontré au cours de ses expériences de désoxygénation 

étudiées par spectroscopie Raman est la non étanchéité de la cellule de mesure qui ne nous a 

pas permis d’avoir un état désoxygéné stable. 

Les différences observées sur les spectres Raman des trois protéines aux différents états 

d’oxygénation et de pH pourraient être expliquées par le changement de l’environnement des 

sites actifs en présence et absence de l’oxygène. En effet, des séquences homologues de 68 à 

79% ont été identifiées pour les Hcs de L. polyphemus et E. californicum notamment au niveau 

de la sous unité II.24 Le schéma de la Figure 16 présente la structure cristallographique du site 

actif situé dans la sous unité II de l’hémocyanine de L. polyphemus à l’état oxygéné et 

désoxygéné.  

 

Figure 16 : Schéma du site actif de l’hémocyanine de L. polyphemus obtenu à l’aide du logiciel Pymol en (A) à 
l’état oxygéné (code PDB : (1NOL)) et en (B) à l’état désoxygéné (code PDB : (1LLA)) avec les résidus 

d’acides aminés tryptophane et leur distance du site actif. 
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Comme le montre la Figure 16, le site actif est entouré d’un nombre important de résidus 

d’acides aminés tryptophanes situés à des distances variables. Ces distances entre les residus 

tryptophane et les deux atomes de cuivre sont similaires dans l’ensemble à l’état oxygéné et 

désoxygéné sauf dans le cas des tryptophane 172, 324 et 361 positionnés à des distances 

moindre d’environ 1Å des atomes de cuivre à l’état désoxygéné comparé à leurs positions à 

l’état oxygéné. Ainsi ces variations de distances des acides aminés tryptophanes autour du site 

actif entre l’état oxygéné et désoxygéné peuvent induire des changements de géométrie de ce 

site actif en fonction de l’état d’oxygénation et du pH.18 

5 Conclusion 

Nos résultats mettent en évidence une forte stabilité des Hcs de L. polyphemus et E. 

californicum sous l’effet de très basses températures et du pH. Une structure secondaire 

composée majoritairement d’hélices α plus structures désordonnées, de 40 à 60%, a été révélée 

à différents pH et à très basses températures. 

De plus, la structure secondaire de l’hémocyanine de L.polyphemus est plus affectée par les très 

basses températures comparée à celle de l’E. californicum. De faibles différences dans la 

structure secondaire de ces deux protéines sont notées lorsqu’elles sont exposées à des basses 

températures de 20 K. En raison de la réversibilité de la structure de ces deux hémocyanines 

ainsi que du maintien de la liaison d’oxygène à des basses températures, ces observations nous 

ont permis de classer ces deux protéines comme très stables malgré la complexité de leur 

structure quaternaire. 

De même, cette stabilité a été observée par la spectroscopie FTIR en mode ATR dans le cas des 

trois hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus à différents états 

d’oxygénation et pH. La désoxygénation de ces trois hémocyanines a induit une légère 

diminution de la structure majoritaire en hélice α plus structure désordonnée au profit de 

l’augmentation de la structure β totale à tous les pH étudiés. De plus, ces trois hémocyanines 

ont montré une réversibilité presque totale en présence et absence d’oxygène à différentes 

valeurs de pH.  

Enfin, en spectroscopie Raman des changements au niveau du site actif de ces trois 

hémocyanines à l’état désoxygéné et réoxygéné à différent pH ont été mis en évidence. 
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Cette thèse est composée de trois parties principales qui sont axées sur l’étude de l’interaction 

entre l’adrénodoxine, l’adrénodoxine réductase et le cytochrome CYP106A2, les domaines 

PDZ avec les peptides viraux ainsi que la stabilité des protéines respiratoires hémocyanines.  

Dans la première partie, l’étude par spectroscopie Raman et infrarouge a montré des 

changements conformationnels importants dans la géométrie du cluster fer soufre de la protéine 

Adx lors de son interaction avec l’AdR. La forme tronquée Adx (4-108) ainsi que la mutation 

de l’Adx T54S à proximité du cluster fer-soufre ont induit des changements spectraux plus 

prononcés lors de l’interaction avec AdR. La spectroscopie infrarouge différentielle couplée à 

l’électrochimie a montré des changements conformationnels au niveau de la structure 

secondaire ainsi que l’anneau isoalloxazine FAD de l’AdR. Ces changements ont été plus ou 

moins prononcés en fonction de l’emplacement du mutant Adx étudié. En ce qui concerne le 

CYP106A2, la spectroscopie Raman nous a permis de confirmer grâce à la position de certaines 

bandes caractéristiques que l’hème b est hexacoordinné et à l’état bas spin. L’interaction du 

CYP106A2 avec les différentes protéines d’Adx n’a pas montré de modification spectrale à 

l’exception du complexe CYP106A2/AdxT54S; D113Y. Afin de mieux visualiser l’interaction 

de ce cytochrome avec les protéines Adx, des études de mutation des résidus d’acides aminés 

d’Adx tels que les résidus acide aspartique 72, 76 et 79 qui se trouvent à proximité du site 

d’interaction du cytochrome seront nécessaires dans le futur. 

La deuxième partie concernant l’interaction des domaines PDZ avec les protéines virales 

étudiées par spectroscopie infrarouge (moyen et lointain) en mode ATR, a montré que la 

structure secondaire des différents complexes caractérisés est composée majoritairement de 

feuillets  parallèles. Des changements conformationnels au niveau de la structure secondaire 

et tertiaire de ces complexes ont été observés. La spectroscopie Raman a montré des différences 

dans toute la gamme spectrale étudiée. La variation la plus importante était observée au niveau 

de la bande amide III. Cependant, afin de pouvoir émettre des hypothèses concernant l’origine 

de ces changements, des calculs théoriques sur ces complexes protéiques sont nécessaires. Ce 

travail est en cours à l’heure actuelle (en collaboration avec le Laboratoire de Biotechnologie 

et Signalisation Cellulaire, équipe Oncoprotéines à l’université de Strasbourg). 

La troisième partie a été consacrée à une étude comparative de la stabilité des deux 

hémocyanines sous l’effet du pH et de basses températures. Les hémocyanines de L. 

polyphemus et E. californicum ont montré un comportement structural différent vis-à-vis du pH 

étudié à température ambiante (294 K). Ce comportement structural différent induit par le pH 
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entre ces deux protéines peut avoir une signification biologique et est probablement lié à 

l’environnement de la protéine dont elle a besoin pour s’adapter étant donné que les organismes 

dont elles sont issues proviennent de deux habitats très différents.  

Le deuxième paramètre mis en évidence est la température. La structure secondaire de 

l’hémocyanine de L. polyphemus est plus affectée par les très basses températures comparée à 

l’E. californicum. De faibles différences dans la structure secondaire de ces deux protéines sont 

notées lorsqu’elles sont exposées à des basses températures de 20 K. 

Une transition de la structure secondaire comprise entre 100 et 50 K pour l’hémocyanine de 

L.polyphemus a été observée à toutes les valeurs de pH étudiées. Cette dernière implique une 

diminution progressive des hélices α plus structures désordonnées et une augmentation 

simultanée des feuillets β parallèles sous l’effet de basses températures. En revanche 

l’hémocyanine de l’E. californicium n’a montré aucune transition de la structure secondaire 

pour toutes les valeurs de pH étudiées. 

Avec la réversibilité de ces deux hémocyanines ainsi que le maintien de la liaison d’oxygène 

même à basses températures, ces observations nous ont permis de classer ces deux protéines 

comme très stables malgré la complexité de leurs structures quaternaires. 

De même, cette stabilité a été observée par spectroscopie FTIR en mode ATR pour les trois 

hémocyanines de L.polyphemus, E.californicum et A.leptodactylus à différents états 

d’oxygénation et pH. La désoxygénation de ces trois hémocyanines a induit une légère 

diminution des hélices α plus structures désordonnées, structures majoritaires au profit de 

l’augmentation de la structure totale β à toutes les valeurs de pH étudiées. 

 De plus, la spectroscopie Raman a montré des changements différents au niveau du site actif 

de ces trois hémocyanines sous l’effet de l’oxygénation à différents pH. Seule l’hémocyanine  

de l’E. californicum a présenté une réversibilité dans toute la gamme de pH étudiée. En 

revanche, celle de L. polyphemus et A. leptodactylus ont montré des comportements différents 

vis-à-vis de l’état d’oxygénation et du pH. 

Une des perspectives de ce projet serait d’étudier la stabilité de ces sous-unités séparément par 

spectroscopie infrarouge ainsi que l’influence de l’oxygène par spectroscopie Raman.  
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3 - Etude de l’interaction d’adrénodoxine, d’adrénodoxine reductase et du 

cytochrome CYP106A2 

 

 

 

Figure S1 : Spectres  Raman de l’Adx WT, Adx (4-108), Adx S112W, Adx D113Y, Adx T54S;D113Y et de 
l’AdR obtenus avec une excitation à 514 nm dans la gamme spectrale de 1700 à 1200 cm-1. 
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Figure S2 : Spectres Raman des complexes Adx WT/AdR, Adx (4-108)/AdR, Adx S112W/AdR, Adx 
D113Y/AdR et  Adx T54S;D113Y/AdR obtenus avec une excitation à 514 nm dans la gamme spectrale de 1700 

à 1200 cm-1.  
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Adx WT Adx (4-

108) 

Adx 

S112W 

Adx 

D113Y 

AdxT54S ; 

D113Y 

AdR Tentative 

d’attribution 

1668 1668 1667 1668 1668 1666 Amide I (C=O) 
 

/ / / / / 1554 

(C10a=N1) 
(anneau I de 

l’isoalloxazine) 
 

1446 1448 1447 1446 1445 1449 

δ(CH3), 
δ(anneau I et II 

de 
l’isoalloxazine), 

Cβ-bend 
tyrosine, 

Cβ-scissor et 
Cδ asym 

isoleucine 

1393 1394 1392 1391 1390 / 

Cβ -Cα-Hα, 
(COO-)s 
isoleucine 

 

1338 1339 1339 1337 1336 1339 

δ(CH3
II), 

(N3-H) + 
(N5-C5a), 

(anneau I, II et 
III de 

l’isoalloxazine) 
 

/ / / / / 1320 

δ(CH3
II), 

(N5-C5a) + 
(C=N)+ 
(C-N)  

histidine 
 

1273 1272 1270 1271 1273 / 

Cβ-twist 
tryptophane + 

Amide III (N-
H), (C-N), 
(Cα-C) 

1234 1234 1234 1233 1234 / 

δ= C-H+ 
(= C-N), 

(N-C-N)+ δ(N-
H), (C-N) (C-

C)+ δ(C-H) 
histidine + 
Amide III 
(N-H), 
(C-N), 
(Cα-C) 

Tableau S1 : Attribution des spectres Raman d'Adx WT, Adx (4-108), Adx S112W, Adx D113Y, Adx T54S; 
D113Y et AdR obtenus avec une excitation à 514 nm dans la gamme spectrale de 1700 à 1200 cm-1. 
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Adx 
WT/AdR 

Adx (4-
108)/AdR 

Adx 
S112W/AdR 

Adx 
D113Y/AdR 

Adx 
T54SD113Y/AdR 

Tentative 

d’attribution 

1668 1667 1666 1667 1667 
Amide I 
(C=O) 

1553 1554 1552 1554 1553 
 (C10a=N1)  
(anneau I de 

l’isoalloxazine) 

1449 1447 1449 1449 1449 

δ(CH3), 
δ(anneau I et II 

de 
l’isoalloxazine), 

Cβ-bend 
tyrosine , Cβ-
scissor et Cδ 

asym isoleucine 

1339 1337 1338 1339 1339 

δ(CH3
II),  

(N3-H) +  
(N5-C5a), 

 (anneau I, II 
et III de 

l’isoalloxazine 

1319 1319 1319 1319 1319 

δ(CH3
II), 

 (N5-C5a) + 
 (C=N)+ 
 (C-N)  

histidine + 
Amide III  
 (N-H),  

(CN), (Cα-C) 
 

1233 1227 1227 1227 1227 

δ= C-H+  
 (= C-N), 

 (N-C-N)+  
δ(N-H),  
(C-N) 

 (C-C)+  
δ(C-H) 

histidine 
 

Tableau S2 : Attribution des spectres Raman des complexes Adx WT/AdR, Adx (4-108)/AdR, Adx 
S112W/AdR, Adx D113Y/AdR et  Adx T54S; D113Y/AdR obtenus avec une excitation à 514 nm dans la 

gamme spectrale de 1700 à 1200 cm-1.  
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Figure S3 : Spectres Raman de l'Adx WT, Adx (4-108), Adx S112W, Adx D113Y, Adx T54S;D113Y et AdR 
obtenus avec une excitation à 457 nm dans la gamme spectrale de 1700 à 1200 cm-1. 
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4- Interactions de la PDZ avec les peptides viraux 

 

 

 

Figure S4 : Décomposition du massif Amide I des peptides HPV16E6L, HPV16E6V et HTLV1 Tax1 en 5 
bandes de profil Gaussien. 
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Figure S5 : Décomposition du massif Amide I des complexes PDZ3/HPV16E6L, PDZ3/HPV16E6V, PDZ3/ 
HTLV1 Tax1, PDZ4/HTLV1 Tax1, PDZ3-4/HPV16E6L, PDZ3-4/HPV16E6V et PDZ3-4/ HTLV1 Tax1 en 5 

bandes de profil Gaussien. 
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5 - Stabilité et états d’oxygénation des hémocyanines de L. polyphemus, E. 

californicum et A. leptodactylus 

 

Température (K) 

1660-1664 cm-1 

Hélices α+ 
désordonnées 

1639-1642 cm-1 

Feuillets-β 

parallèles 

1679-1685 cm-1 

β-coudes 

1616-1624/1693-

1695 cm-1 

Feuillets-β 

antiparallèles 

294 58 19 11 12 

250 54 20 14 12 

200 50 23 12 15 

150 46 25 13 16 

100 43 30 11 16 

80 41 29 15 15 

50 39 32 17 12 

40 41 32 14 13 

30 40 32 17 11 

20 41 35 15 9 

10 40 39 15 6 

Tableau S3 : Pourcentages des différentes composantes de la structure secondaire de l’hémocyanine de L. 

polyphemus avec leurs nombres d’onde sous l’effet de très basses températures allant de 294 à 10 K à pH 7. La 
précision de la distribution des différentes composantes est estimée à ± 3.5%. 
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Température (K) 

1660-1664 cm-1 

Hélices α+ 
désordonnées 

1639-1642 cm-1 

Feuillets-β 

parallèles  

1679-1685 cm-1 

β-coudes 

1616-1624/1693-

1695 cm-1 

Feuillets-β 

antiparallèles  

294 51  24  17  8  

250 54  24  14  8  

200 56  23  11  10  

150 54  25  12  9  

100 47  29  15  9  

80 42  30  18  10  

50 43  32  16  9  

40 44  32  14  10  

30 45  33  14  8  

20 40   34  17  9  

10 41  34  18  7  

Tableau S4 : Pourcentages des différentes composantes de la structure secondaire de l’hémocyanine de L. 

polyphemus avec leurs nombres d’onde sous l’effet de très basses températures allant de 294 à 10 K à pH 7.5. La 
précision de la distribution des différentes composantes est estimée à ± 3.5%. 
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Température (K) 

1652-1661 cm-1 

Hélices α+ 
désordonnées 

1637-1640 cm-1 

Feuillets-β 

parallèles 

1671- 1682 cm-1 

β-coudes 

1621-1628 /1690-

1695 cm-1 

Feuillets-β 

antiparallèles 

294 47 21 15 17 

250 46 21 15 17 

200 42 22 19 17 

150 40 23 18 18 

100 40 25 19 17 

50 38 26 20 16 

20 41 27 15 17 

Tableau S5 : Pourcentages des différentes composantes de la structure secondaire de l’hémocyanine de 
l’E.californicum avec leurs nombres d’onde sous l’effet de très basses températures allant de 294 à 20 K à pH 7. 

La précision de la distribution des différentes composantes est estimée à ± 3.5%. 
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Température (K) 

1652-1661 cm-1 

Hélices α+ 
désordonnées 

1637-1640 cm-1 

Feuillets-β 

parallèles 

1671- 1682 cm-1 

β-coudes 

1621-1628 /1690-

1695 cm-1 

Feuillets-β 

antiparallèles  

294 40 15 27 18 

250 39 14 30 17 

200 40 14 27 19 

150 42 15 23 20 

100 38 15 26 21 

50 41 17 22 20 

20 41 18 23 18 

Tableau S6 : Pourcentages des différentes composantes de la structure secondaire de l’hémocyanine de l’E. 
californicum avec leurs nombres d’onde sous l’effet de très basses températures allant de 294 à 20 K à pH 7.8. 

La précision de la distribution des différentes composantes est estimée à ± 3.5%. 
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Figure S6 : Spectre d'absorption des hémocyanines de L. polyphemus et E. californicum obtenus à pD 7, 7.5-7.8 
et 8.5 à différentes températures allant de 15 à 75°C. 
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Structure  

secondaire 

(%) 

Hémo-

cyanines 

pH 8.5 pH 7.5-7.8 pH 7 

oxy désoxy réoxy oxy désoxy réoxy oxy désoxy réoxy 

hélices α 

+désord. 

L.p. 

E.c. 

A.l. 

41 

37 

46 

39 

30 

42 

40 

38 

45 

47 

38 

45 

40 

32 

36 

46 

39 

42 

52 

42 

50 

41 

36 

42 

51 

43 

50 

Feuillets- 
Parallèles 

L.p. 

E.c. 

A.l. 

29 

16 

27 

39 

26 

38 

29 

17 

26 

26 

19 

28 

34 

27 

31 

26 

21 

29 

20 

23 

24 

27 

31 

29 

17 

21 

24 

Feuillets- 
antiparallèles 

L.p. 

E.c. 

A.l. 

11 

21 

11 

7 

20 

9 

11 

20 

12 

12 

15 

15 

9 

14 

16 

12 

17 

14 

14 

18 

13 

17 

10 

13 

15 

19 

13 

-coudes 

L.p. 

E.c. 

A.l. 

19 

26 

16 

15 

24 

11 

20 

25 

17 

15 

28 

12 

17 

27 

17 

16 

23 

15 

14 

17 

13 

15 

23 

15 

17 

17 

13 

Tableau S7 : Pourcentages des structures secondaires des hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum en 
rouge et A. leptodactylus en bleu dans les différents états d’oxygénations à pH 7,7.5-7.8 et 8.5 obtenus à l’aide 

de la décomposition de la bande amide I. La précision de la distribution des différentes composantes est estimée 
à ± 3.5%. 
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Figure S7 : Spectres Raman des hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus à l’état 
oxygéné, désoxygéné et réoxygéné à pH 7.5-7.8 obtenu à une excitation à 514 nm dans la gamme spectrale 

1780-360 cm-1 avec une correction de la ligne de base. 
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Figure S8 : Spectres Raman des hémocyanines de L. polyphemus, E. californicum et A. leptodactylus à l’état 
oxygéné, désoxygéné et réoxygéné à pH 8.5 obtenu à une excitation à 514 nm dans la gamme spectrale 1780-360 

cm-1 avec une correction de la ligne de base. 
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Résumé 

Ce travail de thèse est porté sur l’étude des interactions protéines-protéines, protéines-peptides ainsi 
que la stabilité des protéines en faisant appel à la spectroscopie Raman et infrarouge. Dans la 
première partie, nous nous sommes focalisés sur l’étude de l’interaction entre les différentes 
protéines d’adrénodoxine et d’adrénodoxine réductase afin d’apporter de nouvelles données pour 
compléter la compréhension du mécanisme d’échange électronique. Le deuxième objectif à 
atteindre dans le cadre de ce travail est de suivre les changements conformationnels au niveau de la 
structure secondaire et tertiaire des domaines PDZ qui se produisent en présence et en absence 
des peptides lors de la formation des complexes. Enfin, la dernière partie est dédiée dans un 
premier temps à une étude comparative de la stabilité des hémocyanines de Limulus polyphemus et 
Eurypelma californicum issue de deux organismes ayant des conditions de vie différentes en suivant 
l’effet de la température (294-20 K) et du pH sur la structure secondaire des protéines. Dans un 
deuxième temps l’étude porte sur l’influence de la teneur en oxygène sur la structure secondaire et 
sur le site actif des hemocyanines de Limulus polyphemus, Eurypelma californicum et Astacus 
leptodactylus. 
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Résumé en anglais 

This thesis is focused on the study of protein-protein and protein-peptide interactions as well as the 
study of proteins stability by means of Raman and infrared spectroscopies. In the first part, we 
focused on the interactions between different adrenodoxin and adrenodoxin reductase proteins in 
order to get a better understanding of the electron transfer mechanism. The second part of the thesis 
concerns the changes in the secondary and tertiary structure of PDZ domains in the presence and 
absence of peptides during complex formation. The last part is dedicated to a comparative study of 
hemocyanins originated from organisms living in vastly different conditions such as Limulus 
polyphemus and Eurypelma californicum. This part of the project concerns the effect of temperature 
(294-20 K) and pH on the secondary structure of proteins. Finally the influence of oxygen binding on 
the secondary structure and the active site of Limulus polyphemus, Eurypelma californicum and 
Astacus leptodactylus was investigated. 
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