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Biochimie 
structurale

Analyse structure-fonction des protéines

14h de cours (Sylvie Nessler) + 2h révisions

6 TDs de 2h

Protéines membranaires

7h de cours (Nicolas Bayan) + 2h révisions

3 TDs de 2h

TD introductif:  Prions / chaperons (révision structure des protéines)



Programme de 
« Analyse structure-

fonction des protéines »

Sylvie Nessler

I- Méthodes d’analyse des enzymes (4h de cours + 4h de TD): 
- Notion de catalyse et de site actif
- Les différentes classes d’enzymes 
- Mise au point de tests d’activité
- Détermination des constantes catalytiques kcat et KM 

- Notions d’inhibition et d’allostérie

TD Enzymologie 1: Utilisation de l’équation de Michaelis
TD Enzymologie 2: L’effet des différents types d’inhibiteurs



Programme de 
« Analyse structure-

fonction des protéines »

Sylvie Nessler

II - Interactions protéine/ligand, protéine/protéine (4 h de cours + 4h de TD):

- Méthodes d’études des complexes protéiques 
- Formalisme et détermination de la constante d’équilibre KD

- Les complexes protéine/ADN: fonction, structure et analyse

TD Mesures d’interactions protéine/ligand
TD Mesures d’interactions protéine/ADN



Programme de 
« Analyse structure-

fonction des protéines »

Sylvie Nessler

III - Analyse de séquences et de structures protéiques (6h de cours + 4h de TD):

- Comparaisons de séquence et recherche de similarité
- Notion de familles de protéines
- Méthodes de détermination de structure 3D
- Analyse des structures et détermination des mécanismes moléculaires 

TD Bioinformatique 1: Alignements de séquences et identifications de motifs conservés.
TD Bioinformatique 2: Analyse graphique de structure 3D



Programme de 
Biochimie 

membranaire

Introduction/Rappel: Structure et fonction des membranes

I- Lipides et Protéines membranaires: 
structure et méthodes d’études

II- Dynamique membranaire: 

Fluidité de la membrane, mouvements des lipides et des protéines membranaires

II- Principaux transporteurs et canaux: Etudes « structure-fonction »

Nicolas Bayan



Biochimie 
membranaire

3 séances de TD de 2h 
Marielle Valerio-Lepiniec, Guillaume Lenoir, Thierry Touzé, Nicolas Bayan.

1- Membrane 1: détergents, reconstitution des protéines, et profil 
d’hydrophobicité

2- Membrane 2: Topologie et structure de AChR

3- Membrane 3: Etude fonctionnelle du transporteur de glucose GluT



Biochimie 
membranaire

Planning des cours: 3 cours en Amphi (total 7h de cours)

Le jeudi 31/08/2023: 13h-16h, Amphi H5, Bat 333
Le mercredi 06/09/2022: 13h30-15h30, Amphi G2, Bat 450

Le jeudi 07/09/2022: 10h30-12h30, Amphi G1, Bat 450

+ 1 séance de correction d’annales / questions sur cours et TD 
Le mercredi 11/10/2022: 13h30-15h30, Amphi G2, Bat 450



Contrôle des 
connaissances

1 partiel (P) : Le 15 novembre à 13h30 
(durée 1h30 environ)

Programme: « biochimie des membranes »
(Cours et TD)



Contrôle des 
connaissances

1 Examen Final (EF) prévu en décembre (durée 2h)

Programme de l’examen final: 

uniquement
« analyse structures-fonctions des protéines »

(cours et TD)



Contrôle des 
connaissances

Note finale UE 1ère session = 0,35xP + 0,65xEF



Contrôle des 
connaissances

En cas de besoin ……..

1 Examen de seconde chance (ER) de 2h 
(fin Mai ou début Juin)

Programme : tout !!!!

Biochimie membranaire + 
Analyse Structures - Fonctions des protéines. 

Cours et TDs.



Contrôle des 
connaissances

Note finale UE 2ème session = 1x ER



Intitulé: Biochimie Structurale

Ce cours eCampus contiendra en particulier: 

document « pré-requis L3 Biochimie structurale » 
+ ppt du cours 

+ poly TDs
+ annales 2021-2022 et 2022-2023

eCampus



Biochimie Membranaire
Introduction - Rôles et importance des membranes biologiques

1- Lipides et protéines membranaires / dynamique membranaire

2- Etude expérimentale des protéines membranaires

3- Principaux canaux et transporteurs: Etudes « structure-
fonction » 



Rôles et importance 
des membranes biologiques

• Rôle de compartimentation
(échanges et barrière)

• Rôle dans la conversion d’énergie







La membrane vue par microscopie électronique 
après coloration négative



La membrane vue par microscopie électronique 
après cryofracture



Caractéristiques des membranes biologiques



Biochimie Membranaire
Introduction - Rôles et importance des membranes biologiques

1- Lipides et protéines membranaires / dynamique membranaire

2- Etude expérimentale des protéines membranaires

3- Principaux canaux et transporteurs: Etudes « structure-
fonction » 



Lipides 
de réserves Lipides membranaires

Cholesterol

AmphiphileAmphiphileX



Les Glycerophospholipides
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Le Cholesterol: un lipide membranaire atypique



La composition des membranes est variable



La variabilité des lipides est très grande 
aussi en raison de la nature des chaines carbonées 





La forme des molécules de lipide détermine 
leur organisation en milieu aqueux



Organisation en liposome unilamellaire



Une bicouche de lipides forme une barrière très efficace 
contre la diffusion des solutés hydrophiles



Protéines intégrales et protéines périphériques



Protéines intégrales et protéines périphériques



Protéines ancrées dans la membrane 
par l’intermédiaire 

d’une chaine hydrocarbonée 
hydrophobe

Phospho
-Ethanolam

ine

Protéine ( C terminal)



Protéines intégrales et protéines périphériques



La fluidité de la membrane





Régulation de la fluidité
régulation dite homéostatique



Fluidité et adaptation à l’alcool



Adaptation bactérienne



Mouvements des lipides









Mouvement des protéines



les jonctions serrées





les RAFTS









Biochimie Membranaire
Introduction - Rôles et importance des membranes biologiques

1- Lipides et protéines membranaires / dynamique membranaire

2- Etude expérimentale des protéines membranaires

3- Principaux canaux et transporteurs: Etudes « structure-
fonction » 



Comment étudier la structure des protéines 
membranaires

• Les protéines périphériques

• Les protéines « ancrées »

• Les protéines intégrales 
(transmembranaires)



Solubilisation des protéines 
transmembranaires

Amphipols

polymères amphipathiquesDétergents



Les détergents sont aussi des 
molécules amphiphiles

• Détergents ioniques (dénaturants) 

• Détergents non ioniques (non-dénaturants)



Les détergents sont aussi des 
molécules amphiphiles

• Détergents non ioniques (non-dénaturants)



Micelle   ≠    Liposome

Les détergents forment des micelles en solution aqueuse



La notion de Concentration Micellaire Critique



Phospholipases et Lysophospholipides



Solubilisation des liposomes par les détergents



Solubilisation des protéines intégrales par 
les détergents

Micelles mixtes: Détergents/Lipides et Détergent/ Protéines



AmphipolsDétergents

Alternative aux detergents: Utilisation des Amphipols



Autres polymères amphipatiques

Polymères 
Styrène - acide maléique (SMA)



Reconstitution des protéines membranaires 
dans des liposomes (protéoliposomes)

• Par dialyse du detergent

• Par élimination du détergent sur des 
« biobeads »



Reconstitution des protéines membranaires 
par dialyse



Orientation des protéines reconstituées: 
aléatoire ou contrainte par facteurs stériques 



Reconstitution en 
nanodiscs



conformation des protéines 
membranaires dans la membrane

• Détermination de la structure au niveau 
atomique (en détergent, en nanodiscs): RX / 
microscopie électronique

• Alphafold

• Topologie des protéines membranaires dans la 
membrane



La structure des protéines membranaires intégrales 

Pas de structures 
désordonnées traversant la 

membrane

Hélice a 
transmembranaires 

d’environ 20 à 30 résidus

Prédominance d’acides 
aminés à chaines latérales 

hydrophobes



Cas des protéines intégrales de la membrane externe 
des mitochondries, des chloroplastes ou des bactéries à Gram négatif



conformation des protéines 
membranaires dans la membrane

• Détermination de la structure au niveau 
atomique (en détergent): RX ou microscopie 
électronique

• Topologie des protéines membranaires dans la 
membrane



La topologie 
des protéines membranaires intégrales:

C’est quoi la topologie ?

Comment peut on la déterminer ?



Détermination de la topologie 
des protéines membranaires intégrales:

• In silico: 
Le profil d’hydrophobicité

• Methodes expérimentales:
Le plus souvent sur vésicules membranaires

- Glycosylation
- Protéines rapportrices à activité enzymatique (Phosphatase 

alcaline, b-galactosidase)



Le Profil d’hydrophobicité

C’est une représentation graphique qui permet 
de repérer des régions « riches » 
en acides aminés hydrophobes 

puis

de faire une prédiction 
sur la position des segments transmembranaires 

de la chaine polypeptidique 



Bases théoriques de l’algorithme:

• Les segments transmembranaires en hélice a sont 
riches en acides aminés hydrophobes

• Ces régions riches en aa hydrophobes devraient être 
constituées de 20 à 30 résidus environ (épaisseur de la 
membrane) 

La répartition de ces acides aminés hydrophobes ne 
devrait donc pas être être similaire à celle qui prévaut 

dans les protéines solubles.

Les acides aminés hydrophobes devraient être regroupés
dans certaines régions de la chaîne polypeptidique



Comment identifier les régions 
contenant majoritairement des acides 

aminés hydrophobes ?

Quantifier le caractère hydrophobe 
des acides aminés

Tracer le profil d’hydrophobicité



Indice d’hydrophobicité, échelle de Kyte et Doolittle



Comment tracer 
le profil d’hydrophobicité d’une protéine ? 

Une manière de visualiser des régions riches
en acides aminés hydrophobes

Notion de fenêtre



Les prédictions 
sont souvent correctes

mais pas toujours !!!!

La précision est parfois 
limitée

(boucles extra-membranaires
très courtes)



Ce qu’on peut faire et ne pas faire 
avec un profil d’hydrophobicite

• Permet de prédire uniquement la position des hélices 
a transmembranaires

• Utile pour identifier les protéines membranaires à 
partir des données de génomique

• Ne permet pas de prédire les brins b amphipatiques
d’un tonneau b

• Ne permet pas d’orienter la protéine dans la 
membrane

• Ne permet pas de positionner les hélices les unes par 
rapport aux autres



Notion d’hélices membranaires 
amphipatiques

• Face hydrophobe
• Face hydrophile



Représentation en roue hélicoidale
des segments transmembranaires

0

100°

200°

Notion d’hélices amphipatiques: permet d’ affiner la topologie

300°



Autres méthodes pour faire des prédictions 
de Topologie

• Glycosylation
• Protéines rapportrices à activité 

enzymatique (Phosphatase alcaline, b-
galactosidase)

• Accesibilité aux anticorps, aux 
protéases (cf TD membrane 2)



Glycosylation

• Certaines protéines sont glycosylées

• La glycosylation des protéines eucaryotes se 
fait dans le golgi: sur aa d’un segment 
protéique qui sera topologiquement à 
l’exterieur de la cellule



• La connaissance des aa glycosylés nous 
apporte donc une information topologique

• On peut exploiter l’existence de sites 
« consensus » de glycosylation pour tester 
d’autres positions dans la chaine 
polypeptidique

Glycosylation



Fusion de gène



ComD B-gal PhoA

Exemples de protéines de fusion:

1 aa38

Modèle topologique de ComD (profil d’hydrophobicité)

ComD B-gal PhoA

1 aa70



Les substrat de PhoA (X-Phos) et de la b-Gal (Red-Gal) sont présents dans la boite de pétri

La phosphatase alcaline est active 
dans le périplasme
Elle n’est pas active dans le cytosol
(pH trop acide) 

La b-Galactosidase est active 
dans le cytosol
Elle n’est pas active dans le périplasme
(mauvais repliement)


