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| - Introduction
Il - Composition chimique
» Les lipides membranaires: PL, cholesterol, GP

» Les protéines membranaires: intrinséques
extrinséques

« Les glucides: GL et GP / cell-coat
lll - Assemblage membranaire: mosaique fluide
IV - Propriétés des membranes:
» Asymétrie: 5 facteurs
« Fluidité des lipides et mobilité des protéines i
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| - INTRODUCTION / BIOMEMBRANES

o Membrane périphérigue ou (cyto)plasmique
= plasmalemme
o Compartiments intracellullaires:

biomembranes simples (RE, golgi, lysosomes, ...)
doubles (noyau, mitochondries, plastes)

o Structure: complexe et dynamique
|épaisseur: 7,5a12,5nm

o Roles: | barriére de perméabilité
échanges de matiere et d'énergie
récepteurs de signaux / signalisation
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Il = COMPOSITION CHIMIQUE
LIPIDES + PROTEINES + GLUCIDES

A/ Les lipides membranaires| (= 40%):

Moléc. amphiphiles: téte hydrophile /polaire
(= amphipathiques) |queue hydrophobe /apolaire

L organisation en bicouche lipidique / milieu aqueux
(cf. figure ci-apres)

[ 3 classes de lipides constitutifs des biomembranes]
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LIPIDES AMPHIPHILES EN PHASE AQUEUSE

hydrophobe hydrophile

.. s’associent spontanément
en micelles en bicouches

suivant le volume relatif de leurs domaines hydrophile & hydrophobe

liposome

IESEaR.
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1. Les phospholipides (PL)

a — phosphoglycérides (ou glycérophospholipides)
(les + abondants) — I'alcool constitutif = glycérol

x R ‘ X = R-OH
phosphaté téte polaire (alcool ou ac. aminé)
Glycérol choline
phosphorylé }, ; .
.'glycerol‘ éthanolamine
: \ sérine
inositol
queue apolaire
c=C}
C=C : insaturations (1 & 3)
angulation ou
- / « structure cis »

2 acides gras (12422 C)
-surtout 16 et 18 C -
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LES PHOSPHOLIPIDES

Ex. de phosphoglycérides

—| ACIDE GRAS
ACIDE GRAS

ALCOOL H PHOSPHATE |—

".,‘ ’n—o;orno-m—o‘
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PL = DES LIPIDES AMPHIPHILES POSSEDANT :
- UN GLYCEROL CENTRAL ESTERIFIE PAR
- DEUX ACIDES GRAS APOLAIRES HYDROPHOBES
- UN COMPOSE PHOSPHORYLE POLAIRE HYDROPHILE

~— éthanolamine
-
/‘ «*>X [ sérine

inositol

Phosphate| Choline

] (0]

/
t M+
O\A\/O —F S~
o/ |
\/\/\/\/\/\/\H/' G|ycér0| Q-

]

EXx: phosphatidylcholine:

b- sphingophospholipides:
Alcool constitutif: sphingosine (alcool aminé)
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téte polaire

- =~

» noyau stéroide rigide

-~ -

Méme construction que PL:

queue apolaire

3. Les glycolipides:

-= PL mais:| sans phosphate
avec résidu(s) glucidique(s) sur téte hydrophile

- alcools constitutifs:
* glycérol ——— glycéro(glyco)lipides
* sphingosine —— sphingoglycolipides

- ex: galactocérébrosides (neutres), gangliosides (chargés)
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B/ Les protéines membranaires|(= 60%):

- Elles assurent les fonctions des biomembranes
- 2 classes / position dans membrane:

» Protéines intrinséques ou intégrales:
o Transmembranaires
o Ancrées / I° covalente a lipides (PL, ac. gras)

Protéines extrinséques ou périphériques (2 faces):
o Interactions non covalentes (I° ioniques) avec:
protéines
lipides
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INTERACTION DES PROTEINES
AVEC LES MEMBRANES

lipid
bilayer

O]

Protéines membranaires . _
intrinséques : 1,2, 3et 5 Protéines membranaires

périphériques: 4 et 6
Solubilisables apres destruction

de la membrane par détergents Solubilisables par moyens ¢-chimiq
(pH, concentration de sel) .
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1. PROTEINES INTRINSEQUES TRANSMEMBRANAIRES
DISSOCIABLES PAR DESTRUCTION DE LA BICOUCHE LIPIDIQUE /
DETERGENTS

o Arrangement en hélice a :
- a traversée unigue (bitopique):
> domaine transmembranaire est hydrophobe car:
* chaines latérales hydrophobes d’ac. aminés : extérieur
* squelette hydrophile (I° H): intérieur
—— interactions non covalentes avec lipides
> domaines cytosoliques & extracellulaires sont hydrophiles

R> Membrane plasmique: ‘

Protéines souvent glycosylées coté extracellulaire (glycocalyx)
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LE DOMAINE TRANSMEMBRANAIRE DES PROTEINES
SOUVENT CONSTITUE D’HELICES ALPHA HYDROPHOBES

QOutside Bilayer Inside

21 acides aminés hydrophobes ‘
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- a traversée multiple (polytopigues): [
ex: Pores hydrophiles:

Formation d’'un canal central hydrophile
transport sélectif de petites molécules hydrosolubles

o Protéines en « épingle a cheveux »: (monotopiques)
ne traversent pas la totalité de la membrane

=
o -
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Ex: la cavéoline o

Zona o*dchafaudags

Inhibant I'activation

des protéines G Inhibition eNOS

réductase

G-Bre
eMOS acydase

a1

e

Extrémités N et C terminales / face cytosolique de la MP

revétement de microdomaines (radeaux ou raft)
dans endocytose spécifique
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2. PROTEINES INTRINSEQUES ANCREES DANS LA
BICOUCHE LIPIDIQUE PAR LIAISON COVALENTE

o directement a des acides gras / face cytosolique

membrone
Hloemigue

Fixation covalente d’1 gro‘upement lipidique:

- acide gras (via glycine / N terminal) : acylation
- farnésyle (via cystéine / C terminal) : prénylation
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Ex. d’ancrage direct par |I° covalente:

thioether Iinkagej

S

' '7[\[1/ amino group and

T—" Betwesh ¢ysteine
CYTOSOL §=Q fatty acid CHp and prenyl group
= ¢
lipid { = 3
bilayer
Acylation Prénylation
(sur glycine / N-tale) (sur cystéine / C-tale)
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o par un groupement d’ancrage / face extracellulaire
(non cytosolique)

glycosyl-phosphatidylinositol (= GPI)
\

-

protéine glypiée 1

‘ phosphoéthanolamine H

( £ Phosphatidyl-Inositol |
| polysaccharide -

La protéine est ancrée dans bicouche lipidique (face externe / MP)
par le biais d’un lien covalent entre un polysaccharide
et une molécule de phosphatidylinositol (ancre GPI)

Ex: Endocytose / Récepteurs membranaires impliqués dans cavéoles
— vésicules recouvertes de cavéoline
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3. PROTEINES EXTRINSEQUES / PERIPHERIQUES:

= 1/3 des protéines membranaires

s’associent a la membrane
(n‘importe quelle face) ®

interactions non covalentes
de nature ionique,

avec protéines membranaires %
@

intégrales
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CARACTERISTIQUES DES PROTEINES PERIPHERIQUES:

Détachables par extraction sans destruction de la bicouche
lipidique

Présentes sur les 2 faces:

Face cytosolique:
* [amais glycosylées
* = revétement temporaire de domaines membranaires
& vésiculaires (ex: clathrine/endocytose)
* permettent association entre membrane-cytosquelette

Face extracellulaire:
* souvent glycosylées (cf. glycocalyx)

© L. NICOD - UFR SMP — Université de Franche-Comté -Membranes Biologiques- PACES 2012-13/S1: UE2

04/09/2012

10



C/ Les glucides membranaires

0 2 a 10 % du poids des biomembranes
o = résidus osidiques des glycoprotéines et glycolipides
(liaisons covalentes)

Plusieurs chaines
polysaccharidiques / molécule

’ 1 seule chaine glucidique / molécule

o Glycosylation: un lipide sur dix
la grande majorité des protéines

Membrane plasmique: cell-coat/glycocalyx (50 & 200 nm)
Ex: - glycoprotéines d’adhérence: CAM
- glycolipides dérivés de la sphingomyeéline:
Ag de surface groupes sanguins Aet B/ GR
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transmembrane adsorbed

Outside of Cell

transmembrane

9!
® = sugar residue

cell coat
(glycocalyx)

« i)

bilayer

Inside of Cell
(cytoplasm)

glycocalyx cytoplasm nucleus plasma membrane
|
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Il = ASSEMBLAGE MEMBRANAIRE

1. Bicouche lipidigque englobant les protéines

Expérience sur hématies |sans noyau
sans membranes internes

GR ‘ L
“ | + acétone > EEETRELE :

des lipides) Etalement des lipides
Surface connue: S en 1 film monomoléculaire
de surface: 8’=2xs

La double couche résulte du comportement amphiphile
des molécules lipidiques dans environnement aqueux
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La double couche résulte du comportement amphiphile
des molécules lipidiques dans un environnement aqueux

MODELE EXPERIMENTAL: LIPOSOME

lipid
bilayer
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2. Ultrastructure membranaire

Microscopie électronique a transmission:
Structure trilamellaire / tripartite (7,5 nm)

2 feuillets sombres
(2x 25 nm)

tétes polai?es des PL

1 feuillet clair _cer’r!‘lr'alr (2,5 nm)
2 épaisseurs d’acides gras
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3. Visualisation des protéines par technique de
Cryofracture
microscopie électronique
1- Congélation des cellules (hélium, fréon liquide)

2- Fracture brutale / plan

3- Image membranaire:

* surface lisse: matrice lipidique ~“=

* particules: protéines

Plan de fracture
membranaire

© L. NICOD - UFR SMP — Université de Franche-Comté
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Ou sont les protéines?
==> décapées! ‘

-Membranes Biologiques- PACES 2012-13/S1: UE2

transmembrane protein

direction

BeN =5 lipid
= | bilayer

FRACTURE WITH
KNIFE

E fracture face

P fracture face
exposed exposed
5
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STRUCTURE MEMBRANAIRE EN « MOSAIQUE FLUIDE »

Pore Canal
Liquide \

extracellulaire

Glycoprotéine

Protéine périphérique \
Y

T Protéine périphérique

0%
* Cholestérol

Protéine intrinséque ‘
Modéle dynamique de SINGER et NICHOLSON (1972)
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| V- PROPRIETES DES MEMBRANES
[ 1. Asymétrie ]Sfacteurs

a) Composition lipidique différente / 2 feuillets ext.-int.:

ex: membrane plasmique du GR:

extérieur intérieur

Phosphatidylserine 0 100
Phosphatidylethanolamine 10 90
Phosphatidylcholine 90 10
Glycolipides 100 0

EXTRACELLULAR SPACE Shingomyélines

Phosphatidyicholines

h hati

R

= ylé lamines
g Surface exoplasmique
U U ,g Surface cytosoliqgue
\Jj\l ym U“U\Jw y W M :
: 2
D @0 @ e @ @@ & | B
B oA A ) A ) o Phosphatidylsérines
CviosoL @ Tewl
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b) Chaines oligosaccharidiques _.,|glycoprotéines

glycolipides

oMembrane plasmigue: sur face extracellulaire
Glycocalyx (protection, adhérence, reconnaissance)

oSysteme endomembranaire: sur face interne
(= non cytosolique)

c) Ponts disulfures (= I° S-S) entre cystéines des
protéines situées dans face extracellulaire /MP:

T

milieu extracellulaire = environnement oxydant

(# cytosol: environnement réducteur — -SH) .
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d) Interactions des constituants de MP:

- avec cytosquelette (cortex cellulaire / actine)
- avec matrice extracellulaire via cell-coat
- avec cellules voisines

LIAISON INTRACELLULAIRE, LIAISON EXTRACELLULAIRE, LIAISON EXTRACELLULAIRE,
CONTACT AVEC LE CYTOSQUELETTE CONTACT CELLULE*MATRICE EXTRACELLULAIRE CONTACT CELLULE-CELLULE
molécule - int.
"'m"'“" ' [ ext. N
: i3 ext.
. ext. ’ molécule molécule
!?lé int ) I l d'adhérence d'adhérence
,\\,\ molécule
 § matrice extracellulaire d'adhérence | ext
*;: | cvtosquelette :
, g 2
Al D it
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e) Hétérogénéité de composition protéique/lipidique:

o domaines membranaires spéciialliisés dfe MP:

ansparteurs de Na*fgluc

apical Mmqp@%Msﬁ%e&%
Zone dense &
uuuuuu
Desmoplakine %
latéral .
Cytosguelette
basal i | U i

/Mem brane intégrines 'H] fif i \Iﬂ
c: lawme basale

-

Jonctions intercellulaires Pole apical des cellules
épithéliales polarisées

o microdomaines type « radeaux » de MP:
. Face cytosolique: agrégats de cavéoline (transmembr.)
» Face extracellulaire: récepteurs, canaux ioniques, ...

© L. NICOD - UFR SMP — Université de Franche-Comté -Membranes Biologiques- PACES 2012-13/S1: UE2

| 2. Fluidité |

Lipides & protéines se déplacent dans membrane
Etude sur modeles artificiels: liposomes

a) Fluidité lipidique: 3 facteurs influents

« Température: 0° /= accélération des mouvements
0° \\ ™ ralentissement  //

Rq/ Température de transition de phase T (10° - 40°C):
- Si 8° < T: structure ordonnée / visqueux (solide ou gel)
- si 6° > T: structure désordonnée / fluide (cristal liquide)
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<+ Nature des PL / acides gras

- longueur des chaines d’AG (18 a 20 C):
(¥ chaines courtes — (Dinteractions avec autres PL

€ fluidité +++

- insaturation / saturation d’1 des 2 chaines d'AG:
@ ‘_. .'_._/’_._i i o0

\ .. 00000
\‘—-—

(-C=C-) mpact
coude co ¢p ac
!
Fluidité +++ Fluidité *
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<+ Quantité de cholestérol: 2 effets opposés

o Si membrane riche en AG saturés:

Ecartement des PL:
Fluidite /

Cholestérol
o Si membrane riche en AG insaturés: (+++)

3 Q O :| polar
head
2 {% Fh_;.é;zml. Rigidification des PL:
£ stiffene
1 more. Fluidité \
fluid
region

0
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- FLUIDITE LIPIDIQUE : 4 TYPES DE MOUVEMENT

1-lateral diffusion (107 / sec.)

sous contrdle
' . ' . . . \ d’enzymes
N membranaires
4y fliD-flop e gpacialisées
“17 I (2 / h-) (floppase, translocase...)

C) / + énergie I
4
000000

2-flexion 3-rotation ﬁ

Mouvement latéral
(fréquent) Bascule (rare)
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b) Mobilité des protéines membranaires

<« Types de mouvements:
. Pas de flip-flop
- Rotation: +
- Diffusion latérale: +++ (cf. fusion membranaire)

+ Mouvements limités par interactions avec:
(cf. fig. § ASYMETRIE: d) interactions des constituants MP)
. Cytosquelette / protéines périphériques d’association
. Matrice extracellulaire / molécules d’adhérence SAM
. Protéines membranaires voisines
(domaines fonctionnels spécialisés)
» Protéines membranaires de 2 cellules voisines
(CAM, jonctions)
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Diapo / rappel:
Interactions des constituants de MP avec:

Cytosquelette Cellules voisines
LIAISON INTRACELLULAIRE, LIAISON EXTRACELLULAIRE, LIAISON EXTRACELLULAIRE,
CONTACT AVEC LE CYTOSQUELETTE CONTACT CELLULE"MATRICE EXTRACELLULAIRE CONTACT CELLULE-CELLULE

=

molécule
I” d.“““m d'adhérence
*
— S TN ::lfn;ekml ’ | l

i
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FUSION MEMBRANAIRE
(HYBRIDATION SOMATIQUE)

Expériences utilisant des cellules hybrides
produites artificiellement en fusionnant
cellules de souris & cellules humaines

Fusion ; 5 minutes Diffusion : 30 minutes

2 Ac marqués difféeremment —

distinguer protéines membranaires murines & humaines.
Apres 30 min, les 2 types de protéines se répartissent
de maniere homogene autour de la cellule hybride. ‘
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Réle des lipides membranaires:

- Structure de base

- Barriére a perméabilité sélective (petites molécules, eau, ...)

Réle des (glyco)protéines membranaires:

Transport

Enzymes

Récepteurs

Adhérence entre
cellules et IMEC

- Reconnaissance par
systéme immunitaire
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