Partie IB - Membrane et échanges membranaires

Chapitre 1
Organisation et
proprietées des membranes

code des diapositives

* tres important, a savoir avec précision
* important pour comprendre

pour approfondir, sinon & couper




1. La membrane, une association

moleculaire dynamique




Des membranes cellulaires

% double membrane
= enveloppe du noyau

N /70{0 C Cdye}‘
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au microscope ;
au grossissement X400

Cellule animale : \
membrane plasmique : 700 ym?2 membrane membrane de
membranes internes : 7 000 ym2 |  Plasmique la vacuole

3 (tonoplaste)



Membrane vue au microscope electronique
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cryofracture de membrane de chloroplaste (thylakoide)

montrant la présence des protéines (spheres)
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Les lipides membranaires

e 5.106 par ym?2 de bicouche

- 50 % de phospholipides

- 25 % de cholestérol

- 20 % de sphingolipides

- 5 % autres (glycolipides, prostanglandines)

Groupement phospholipide
phosphate /[ cholestérol
Hydrophile i

Glycérol > ¢ ./

. ou 9

Hydrophobe \

Acides gras



Les protéines membranaires (1)

e Les protéines intrinseques intégrées: uniquement
détachées de la membrane par I'ajout de détergent
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Portions transmembranaires formées Portions transmembranaires

de 20 acides aminés hydrophobes en formees de brins B : plus rare
hélice « : fréquent, perméase. ici : porine & saccharose, bactérie




Les protéines membranaires (2)

Les protéines membranaires a hélice o
structure inverse des protéines solubles

myoglogine porine

Canal hydrophile Extérieur largement
aach al’gés rempli d'eau hydrophobe

7 Céline Raguénes-Nicol



Les protéines membranaires (3)

% Les protéines intrinseques ancrées: uniquement
détachées de la membrane par I'ajout de détergent

Protéines liées de facon covalente a un lipide membranaire

Ancre GPI sur le feuillet Lien avec un acide gras

externe (exemple : N-CAM) sur le feuillet interne
(exemple : protéine G)

protéine liée de facon

covalente au GPI

ext

ext

acide gras
membrane int
int protéine liée de fagon
GPI = glycosyl- covalente a I'acide gras

phosphatidyl-inositol



Les protéines membranaires (4)
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“~  Les protéines intrinséques associées : cas rare

Protéines liées par une hélice ou une boucle partiellement dans la bicouche
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Exemple de la prostaglandine Exemple de la cardiotoxine A5

H> synthase 1 tirée du venin de cobra



Les protéines membranaires (5)

). ¢ Les protéines extrinséques = périphériques

liées de facon non covalente
perphércue

Proteine

liaisons de types

eIectrostahques loniques...
avec des lipides ou des

< protelnes membranaires

Proteine
Protéine mtégrée
angee

Proteine
penpherigue
mbgrée

10 www8.umoncton.ca
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Les protéines membranaires (6)

Les protéines extrinseques = péripheriques
liées de fagcon non covalente
ijon calcium
Annexine
soluble dans le cytosol en liée a la membrane en

absence de calcium présence de calcium
11



Bilan : protéines membranaires

s  protéines intrinséques intégrées : A et B

exemples
protéines intrinseques associées : Cet D
protéines intrinseques ancrées : E
protéines extrinséques : F
prostaglandine synthase cardiotoxine
C. in-plane a-helix D. hydrophobic loop
A. transmembrane B. transmembrane E. lipidation F. electrostatic binding
a-helices p-barrel protéine G annexine

recepteur porine bacterienne
a adréenaline
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Agencement des molecules amphiphiles

Micelle

Llposome
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Blcouche de phospholipides

'V

Les phospholipides ont tendance a se regrouper sous forme
de micelle ou en deux couches

(http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/255/255chem/mcb2.20.micelle.jpg)
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http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/255/255chem/mcb2.20.micelle.jpg
http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/255/255chem/mcb2.20.micelle.jpg
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Modele de la membrane plasmique

Membrane plasmique

Gly coprotemne
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CYTOPLASME

Modele de Singer Nicholson
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Asymeétrie membranaire

Exemple de la membrane plasmique

AAAAAAR im
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CYTOSOL
extérieur intérieur
Phosphatidylserine 0 100
Phosphatidylethanolamine 10 90
Phosphatidyicholine 90 10
Glycolipides 100 0

Cholestérol 75 25
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Asymeétrie controléee dans le RE

Flippase

16 biochimej.univ-angers.fr



Le glycocalix, revetement glucidique externe

glycocalyx cytosol nucleus plasmalmembrane
| |

Figure 10-44. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Les groupements glucidiques sont liés sur les lipides ou protéines au
cours de leur synthése, dans le REG et I'appareil de Golgi.
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Photoblanchiment

Photoblanchiment

r 0 mn 2 min
umr3347 .curie.fr
5 min
> —> —
laser

cellule marquée en surface  ;one blanchie par destruction
par un fluorochrome du fluorochrome Expérience de photoblanchiment
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La fluidite des lipides

* 107 échange.s! avec le vaisin

Des mouvements permanents
dus a I’agitation moléculaire

Mouvements locaux (10" /sec)

Diffusion latérale

N

Flip flop
1 flip-flop tous les 10 jours

My
I

mb_plasm_univ_mrs.pdf 19



Importance de la fluidité : la protéeine G

® adrénaline

ext '

récepteur  récepteur mobilité aleat0|re
a Ad a Ad <

adénylate
cyclase

int /

domaine
activant Gs AMPc

ATP

Quand l'adrénaline se lie a son récepteur, celui-ci change de
conformation et peut activer une protéine Gs entrée en contact
par hasard.

La protéine Gs activée, tres mobile, peut ensuite entrer en
contact avec I'adénylate cyclase, la rendant active et induisant la
production d’AMPc pendant quelques secondes (soit une

centaine de molécules d’AMPc produites). 20



Un flux dans les cellules sécreétrices

® Expérience de Palade : pulse et chasse
PULSE CHASSE
<> < >
3 min 7 min 37 min 117 min
échantilons _ .. — _—
on CUllure o S T AT R 500 L e S B S E o o i)
t \/ \ Y \/

prélévement prélévement préléevement prélevement
to+10min  tp+40min 1+ 120 min

P

autoradiographie M

Eléments de biologie cellulaire
21 Par Daniel Robert,Brigitte Vian



Un flux dans les cellules sécreétrices

Expérience de Palade : pulse et chasse

Lumiére

C Chasse:ty+40min

Grains de zymogéne A\ £ ©

Appareil de Golgi
Mitochondrie

D Chasse :ty+ 120 min

22

La radioactivité (donc les
Leucines) se déplace du REG
(A) vers les dictyosomes (B)
puis vers les vésicules de
sécrétion (C) et enfin est
sécrétée (D).

Le flux obtenu est
sensiblement le méme
en marquant un lipide.

Eléments de biologie cellulaire
Par Daniel Robert,Brigitte Vian



Un flux dans les cellules sécreétrices

Expérience de Palade
Résultats apres centrifugation et dosage de la radioactivité

nk coup/min f mg de
protéines stockage jusqu'a digestion
6000 - —
grains de secretion
(zymogene)
4000 4~
microsome lisse (Golgi)
2000 + -‘..--""---___r_'['lil:Ir'l:IISIl:IITIE‘- rugueux (REG)
-‘_-"-—_____.::‘.H"-__
0 - I I I I | I >
T 20 40 60 a0 100 120
I
s surnageant (cytosol)

pe >
chasse (chase)
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Un flux de matiere et de membrane

t=15+ 3mn
=1+ 10min
t=t,e 40min

lemps auquets
on observe les
grains d'argent

Résultats de l'expérience (schéma)

agro2007 .free.fr



L’endocytose : entrée de matiere...

= ... grace a une déformation de la membrane

— :
Wy % 3 | - -
o : >

: "

vésicule d’endocytose

Une Paramécie, un Cilié ayant incorporé du rouge neutre

20 pm obj x40 R=1:17 Cilie

—_— Fond Clak - Prép Eau - Cob Rouge neutre
Mcroo parala L3000 - Photo: microculsr 3P BARTH obvier - 23/11/2007

25 forum.mikroscopia.com



L’endocytose : entrée de matiere...

... grace a une déformation de la membrane

cils vibratils

vacuole pulsatile dilatée

cytoplasme visqueux

cytoplasme fluide cyclose

vacuole digestive

corpuscules
basaux des cils

macronucléus
micronucléus

vestibule

trichocystcs% .® 0. @ : ciliature
X 3 @ . s /'i§ B(é)rislome
3 \ P -~ uche
membrane %, - ® %@e’——cytoprocte
plasmique RO § formation d'une vacuole digestive
réserves (lipides, — " i cristalloides (déchets)

glycogene)

S vacuole pulsatile contractée

Une Paramécie, un Cilié
26



Phénomene d’endocytose observe au MET

Electronographies montrant la chronologie d’une endocytose.
Le milieu extracellulaire se situe a gauche sur les clichés.
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Mise en jeu de recepteurs membranaires

(%) Apres differents temps dincubation, on mesure a 'ade
d’une technique appropriée la quantité totale des récepleurs de
I'insuline présents a la surface des cellules.

+ nsuline
S

& & 8
I R T T

P<3
o
i

nombie de récepteurs présents & la surtace
des cellules (en % cde la valew intitale)

0 20 40 60
temps (min)

Dans les cellules du foie, on mesure la quantité de
récepteurs de l'insuline présents a la surface des cellules.
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Mise en jeu de la clathrine

La clathrine est constituée de trois chaines lourdes de
180 kDa associées a 3 chaines légeéres de 40 kDa
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Assemblage de la clathrine

clathrine 1 04 liaison de deux triskélions
(chaine lourde) de clathrine
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(structure "b-propeller”, site d'interaction avec les APs) - 10nm

Les clathrines s’assemblent spontanément in vitro pour former des structures
en forme de cage. Cet assemblage est stimulé par lapport d’une autre

protéine appelée AP (protéine d’assemblage)
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Dynamine et liberation de la vésicule

Budding

clathrin-coated
vesicle
GTP
hydrolysis
Dynamin —» = cytosol
extérieur

31 endocytosis.org



Bilan : ’'endocytose

=K

Clathrine

Y

- y Dynamine =7 Auxiline
Puits recouvert La dynamine La vésicule se Le manteau de
la clathrine se place détache par clathrine de
s’assemble extension de la dissocie
dynamine

32 http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2011272122



http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2011272122
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2011272122

Bilan : ’'endocytose

* Protéines membranaires
Exclues de la vésicule

Face extracellulaire

Face cytosolique

Particules
d'assemblage

Clathrine e

GTP

Dynamine
GOP

0/ Vésicule a

clathrine

puis dissociation des clathrines
33



Le bourgeonnement

&<

Vésicule de transport

> Protéine
manteau

Membrane donneuse

Méme principe que I’endocytose
- ARF sert de protéine d’assemblage comme AP
- COP (coat-protein) = protéine manteau est ’équivalent de la clathrine

http://virologie.free.fr/documents/virologie/03-transport intracell prot/transport intracell prot.htm



http://virologie.free.fr/documents/virologie/03-transport_intracell_prot/transport_intracell_prot.htm
http://virologie.free.fr/documents/virologie/03-transport_intracell_prot/transport_intracell_prot.htm

granules de
2N, secretion
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L’exocytose : etude expérimentale

=<

1 - Découverte de mutants de Levures ayant un déficit de la voie de
sécreétion

gene impliqué = gene snare (soluble NSF attachment protein receptor).
gene snare tres conserve.

2 - Etude de I'agent du tétanos (Clostridium tetanii) : la bactérie

s’attaque aux neurones et blogue le fonctionnement des synapses en
libérant une toxine.

Toxine + fibroblaste => arrét de I'activité sécrétoire.
analyse des membranes : il y a disparition des protéines SNARE

3 - Liposomes artificiels + insertion de protéines SNARE => les
liposomes fusionnent, en cas d’ajout de Ca?+.

36



Modele d’exocytose

pore de fusion hémifusion

37



Controle de ’exocytose

H*

Voie induite ou

Veésicule de sécrétion

provoquée
_ Signat
A O
E u @ |
Voie
REG Appareil de Galgi constitutive

Vaie de sécrétion provogquée el constitutive.
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Les microtubules
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p-tubulin
a-tubulin
Tubulin
heterodimer Microtubule
top end view
Microtubule
Microtubule axis “Protofilament™
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http://www.mikeblaber.org/oldwine/BCH4053/Lecture30/Lecture30.htm
http://www.mikeblaber.org/oldwine/BCH4053/Lecture30/Lecture30.htm
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Les microtubules, structures instables

® Structures instables, les microtubules s’assemblent au pdle +
et se désassemblent au polle -, en permanence

Microtubule
“Plus End”

S~

GTP- dependent
“treadmilling”

>

Microtubule
“Minus End”

hitp://www.mikeblaber.org/oldwine/BCH4053 /Lecture30/Lecture30.htm
40



http://www.mikeblaber.org/oldwine/BCH4053/Lecture30/Lecture30.htm
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Les microtubules, des rails

) ¢ Des protéines marcheuses se
déplacent sur les microtubules

Minus () end Plus (#) end

domain

Light and , Cotled-coil
= intermediate f
chains J
]all{ AfM ¢ -}\!_
\ e Light chain
Kinesin
Dynéine Kinésine
marche orientée de + vers - marche orientée de - vers +

41



Les microtubules s’agencent en cils et flagelles

42



Microfilaments d’actine

image reconstituée de
filaments d’actine

Sous unité d'Actine O - 1100
(Actine G) '
o T l Mg 2*, K* ou Na*
cellule en division : - %gl\;;g«'_,;‘jvvfs‘;‘--
ila i ' Micro filament e FIONAIII
anneau cor?trgctlle,md_wt par dactine (fin) QST e
une association d’actine et v >
] (Actine F) ~ S
de myosine oo

- LTSI
7-9 nm «L 180 g
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Les 3 roles de I’'actine

g.< Les trois arangements des filaments d'actine

Réseaux formant

des mailles Faisceaux contractiles

Faisceaux paralieles

organiser les

) L, contracter
microvillosités

‘domaine de liaison
a l'actine o Créer un

réseau Sous
membranaire
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