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compartiments membranaires (waow ¢a claque). Alors ce cours on dirait vralment un cours de bioch mais
en mieux puisqu’on est en biocell vous allez voir ! Ce cours c’est un peu la premiére partie de transport
vésiculaire puisque le prof fait les deux en méme temps mais vous allez voir que ¢a se ressemble pas de
fou c’est pourquoi je vous avez fait transport vésiculaire a la TTR sans ce cours. Bref, tréeve de plaisanterie,
on oublie pas pourquoi on est la et on se met au travail parce que pas de travail = pas de P2

PLAN DU COURS

I - Structure et biosynthese
A. Généralités
B. Le flux memlbranaire vectoriel permanent
IT - Composition moléculaire : lipides
A. Structure et propriétés des lipides membranaires
B. Les phosphoglycérides
C. Les sphingolipides
D. Le cholestérol
E. Les glycosyl-phosphatidyl-inositols (GPI)
F. Mobilités des lipides membranaires
IIT - Composition moléculaire : protéines
A. Les protéines transmembranaires
B. Les protéines ancrées a un lipide membranaire
C. Mobilité des protéines
D. Les radeaux lipidiques

IV - Biosynthese de proteines au niveau du réticulum

endoplasmique
A. Geénéralités
B. Expériences
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A. Généralités

Le systéme endomembranaire (SEM) est un systéme que I'on retrouve dans le cytoplasme
des cellules eucaryotes. Les éléments qui constituent ce systeme sont :

— Le réticulum endoplasmique (granuleux et lisse)

— L'appareil de Golgi (avec le Cis-Golgi et le Trans-Golgi)

— Les lysosomes
— Les endosomes

Ce systeme est relié a I'enveloppe nucléaire (enveloppe entourant le noyau) + la membrane

plasmique de la cellule fait partie du SEM

ATTENTION : Les mitochondries et les peroxysomes ne font pas partis du systéme

endomembranaire

La lumieére (I'intérieur) du SEM est 'équivalent de milieu extracellulaire. Pourquoi ??? Parce
qu’il va y avoir des composants du milieu extracellulaire qui vont étre absorbés par
endocytose dans la cellule. Ainsi, on va retrouver les mémes éléments (mais ce n’est pas
exactement le méme attention, c’est I'équivalent).

Les compartiments membranaires de la

cellule eucaryote

UL

Endosome™" ?g ::)Z% R

Cytosol

Lysosome
— Appareil de Golgi
Mitochondrie

Reticulum
endoplasmique

Novau

Membrane plasmique
Y]
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B. Le flux membranaire vectoriel permanent

Mais finalement, & quoi sert ce systeme endomembranaire ?

— Le role du systtme endomembranaire est le flux vectoriel permanent, c’est-a-dire aux
relations fonctionnelles entre les compartiments du systéme qui vont donner une
direction/orientation a la cellule.

Grace a ce systéme, les molécules vont avoir une trajectoire définie au cours de leur
synthése pour étre correctement formées, et adressées aux différents compartiments de la
cellule. Cest donc un ensemble dynamique ot on retrouve différents flux !

Ce flux est permanent (a lieu tout le temps), on I'appelle aussi “voie de sécrétion” et est la
référence du flux des molécules.

Le flux membranaire vectoriel permanent

La porte d’entrée de systeme

Sécrétion
endomembranaire/flux est le réticulum Porte entrée régulée et
endoplasmique. On y retrouve ainsi : consiitas A

vésicule

e réticulum endoplasmique granuleux —@—
= synthese des protéines O andocytose

e réticulum endoplasmique lisse = lieu
ou se passe. des react.lon.s chimiques Noye

« appareil de Golgi = lieu de

. . “~Pore nucléaire

maturation des protéines + carrefour

| . cytosol
des vésicules

» endosomes et lysosomes = digestion/dégradation des molécules
« enveloppe nucléaire en connexion avec le réticulum endoplasmique (voir schéma

La communication entre tous ces compartiments membranaires se font grace a des
vésicules !!!! (dédi a mon cours Transport Vésiculaire)

Ces vésicules peuvent aller dans différentes directions selon le sens du flux :

— antérograde : du RE vers les endosomes/lysosomes

— rétrograde : des endosomes/lysosomes vers le RE

— Les membranes de nos compartiments membranaires (y compris la cellule) sont
constituées de lipides ! Mais pas que, on retrouve aussi des protéines et des sucres, ces 3
composants sont vraiment essentiels et jouent un réle trés important dans le cellule
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Lipicdes Protéines Sucres
represente AU | o, 5o% dupoids | 50 470% du 5 4 10% du poids
hiveau du poids .

sec poids sec sec

de la cellule)

treés faibles car

représente (au
P sous forme de

hiveau de la lycoprotéines/gl
quantité des 98% des molécules | 2% des molécules 9y .p. 9
molécules de la yeolipides (donc
cellule) associés aux
deux autres
. nombreux . pas
e as (constituants hombreuses
caractéristiques . .
majeurs e treés lourdes
. pas lourds . grandes

Les lipides sont des molécules possédant des propriétés particuliére puisqu’elles sont dites
amphiphiles ou amphiphatiques (c’est comme vous voulez). En gros, elles vont étre a la fois
polaire et apolaire = forte affinité ou pas avec I'eau

Un lipide est composé :

téte globulaire longue cquecue
— polaire
— hydrophile — apolaire
— groupement carboxylique ~-COOH — hydrophobe
— chargée négativement — acune affinité avec I'eau = non miscible
— forte affinité avec I'eau = miscible

Comme ils sont a la fois polaire et apolaire, on dit qu’ils sont bipolaires !

On retrouve 3 grands types de lipides membranaires amphiphiles :
— les phospholipides -1 CLQ. /
— le cholestérol %2 ‘
— les glycolipides
Le tutorat est gratuit ! Toute vente ou reproduction est interdite@®
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milieu aqueux. En gros, quand ils sont dans l'eau, les tétes (hydrophile) se mettent au contact
de l'eau alors que les queues (hydrophobe) vont I'éviter en se concentrant au centre.

— par exemple les des micelles des liposomes
phospholipides s’assemblent

spontanément pour former :
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e des micelles
* des liposomes
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26 nm

— bicouche (2 monocouches) : une couche
possede un c6té hydrophobe et un coté
hydrophile. Les deux monocouches
s’assemblent au niveau de la couche
hydrophobe (au centre) laissant la couche
hydrophile au contact de I'eau
— forme cylindrique

— peu de molécules
— petite sphére

— cceur hydrophobe

— surface hydrophile

— La structure a la base des membranes biologique est donc la BICOUCHE +++

B. Les phosphoglycérides

Les phosphoglycérides sont composés d’une téte polaire (= hydrophile) contenant :

 une molécule de glycérol : c’est un tri-alcool |
(3x groupe -OH), ou chacun peut étre estérifié

o deux acides gras (estérifiant deux
groupements alcools

o un phosphate (de charge négative) estérifiant
le 3e groupement alcool. 11 est lui-méme relié
_par une liaison ester a un groupement
hydrophile pouvant étre :
sérine : acide aminé positif ET négatif
éthanolamine : amino-alcool chargé
positivement
choline : amino-alcool chargé positivement
inositol : sucre (=donc neutre, pas de charge)

Les phosphoglycérides ‘

-Serine
-Ethanolamine

-Choline
Alcool S

: . - Inosito
ex. choline

o
Phosphate -5 @

Glycerol r"_rz" ; o~
=0 .f Estérification des deux chaines d "AG
aux groupes hydroxyles du glyeérol o

— -

ou aussi

Si présence de double liaison (AG insaturé)
> coude dans la chaine d "AG

(0]

o}

(o}

o}
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— ainsi, tous associés avec le phosphate on retrouve : phophatidylsérine (négatif =
phosphate négatif + sérine négative), phophatidyléthanolamine (neutre = phosphate négatif
+ éthanolamine positif), phosphatidylcholine (neutre) et phosphatidylinositol (neutre).

info : les phosphatidylinositol est un constituant mineur des membranes mais est tres
important dans la signalisation cellulaire (coucouuuuu mon prochain et dernier cours !!)

Ces phosphoglycérides sont essentielles dans le fonctionnement des cellules et membranes.
Apparté sur les acides gras : ils peuvent étre saturés ou insaturés. S’ils sont insaturés, alors
ils ont une double liaison provoquant une courbure dans la chaine de I'acide gras (voir acide

gras a droite sur schéma du dessus). Cette insaturation provoque des conséquences sur leur
propriétés physico-chimique et fonctionnelles des membranes

C. Les sphingolipides

Les sphingolipides possedent un squelette composé :

« sphingosine : dérivé d’alcool aminé avec différentes fonctions et positions :
position 1: alcool

position 2 : amine réagissant avec un acide gras
position 3 : alcool(= alcool ter)

position 4 : double liaison — permet de s'imbriquer
dans la membrane (coude a gauche).

 phosphate

o choline

o

Les sphingolipides

o

o

o

— Le fait d’avoir une fonction alcool permet d’associer un
acide gras et de rester en contact avec I'eau.

~ Céramide

— Acide gras + sphingosine = céramide —

— P’alcool ter va pouvoir réagir avec d’autres molécules comme la phosphorylcholine
(phosphate + choline). Le tout forme une sphingomyélines (= type de lipide membranaire)

Info : les sphingolipides représentent 20% du poids des lipides de la membrane plasmique
(ex : hépatocytes)
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D. Le cholestérol

Le cholestérol est un lipide (stéroide) constitué d’'un rigide et d’'une
rigide. Uensemble est donc
tres hydrophobe. Cependant il y a une S —
J J € cholestero
fonction alcool qui permet de rendre le Us stdsitds impormm
cholestérol mmPhﬂe (polaire & apolaire). abondant dans les membranes plasmiques des animaux

(3-25 % des lipides membranaires chez | homme)

— Le cholestérol est trés important et trés —(Ttte polsics)— @
abondant dans les membranes plasmiques : =

17% du poids sec de la membrane des " _"',r—{c.::_‘,c".
hépatocytes et 25% des globules rouges. L

Queue hydrophobe

Il constitue un marqueur pour le

fractionnement des cellules (car tres

abondant dans leur membrane plasmique)

mais il est trés peu présent dans les

membranes des compartiments intracellulaire (organites).

structure commune
aux stéroides

(4 cycles hydrocarbonés) UNIVERSIT E COTE D

—Le cholestérol est trop hydrophobe pour former une membrane a lui seul, ainsi, il
s'intercale dans les autres constituants de la membrane modifiants leurs propriétés
physico-chimiques. En effet, il modifie la fluidité et stabilité des membranes .

— trop de cholestérol = diminution de la fluidité de la membrane.

E. Les glycosyl-phosphatidyl-inositols (GPI)

— Ce sont les 3e type de lipides.

Les GPI ont une structure tres complexe : sur le plan quantitatif (= au niveau de sa quantité)
il est tres minoritaire mais sur le plan fonctionnel, il est trés important

Ils sont constitués : Glycosyl-phosphatidyl-inositol (ou GPI) \

— un résidu de sucre (= oligosaccharide) protéine
permettant d’ancrer une protéine

— un phosphatidylinositol relié a deux
acides gras permettant 'ancrage a la
membrane (surface/couche externe)

On parle “d’ancres GPI” car vraiment ancré

Le tutorat est gratuit ! Toute vente ou reproduction est interdite®
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F. Mobilité des lipides membranaires

Qui dit mobilité, dit mouvement — donc les lipides peuvent bouger dans la membrane,
mais pas n’'importe comment : ils peuvent changer de place et ne sont pas statiques.

La fluidité des membranes est importantes pour que les lipides puissent s’y déplacer. Celle-
ci dépend de :

» Latempérature : les chaines carbonées sans double liaisons sont trés fluides (logique
puisqu'on a vu que quand il y a une double liaison, elle sont tordues donc encombrées.
o sitempérature baisse (froid) — chaines carbonées se rangent les unes contre les
autres = membrane plus solide = état de gel (pensez a des militaires rangés au
garde a vous™)
— chaines grasses presque cristallisées = tres ordonnées
o augmentation de la température — passage de I'état solide a fluide = température
de fusion (température proche de celle de notre corps =37°C quand il y a des
acides gras saturés)
* la composition des lipides :
o quantité de cholestérol : moins il y en a, plus c’est fluide (rappel avec le noyau
polycyclique rigide)
o nature des acides gras et phospholipides : I'insaturation facilitent la fluidité
o longueur des chaines aliphatiques : + elles sont longues, moins la membrane est
fluide

— La fluidité membranaire est essentielle car si la viscosité augmente, I'activité des
enzymes associées a la membrane diminue et provoquera donc des problemes biologiques.

exemple :
e si membrane trop rigide — maladies cardiovasculaires + agglomération de globules
rouges dans les capillaires

e leslipides peuvent bouger latéralement (sur le coté) de facon trés rapide — 107
échanges de places par seconde

‘Mobilité des lipides membranaires

e le processus de flip-flop (coucou ma
co-tuuuuuuut) : ce phénomeéne correspond 4 107 échanges de place /sec
, d. . = Diffusion latérale r'lpide |I ;mlf‘;(’c a37 O
un échange de phospholipides entre le feuillet
interne et externe de la membrane. Cest un

phénomene plutét rare se réalisant une fois > « Flip-flop »
1 Aqlicéh g (rare:
par mois, réalisé par deux enzymes qui vont Rm < AR

aider a catalyser (= réaliser)le phénoméne,on ... Fioppase" "
appelle ces enzymes des scramblases : Int

Scrambfase
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— du feuillet externe vers feuillet

cytosolique

— nécessite calcium + ATP

— permet passage des
phosphatidylsérines au feuillet externe du

réticulum

— trés sélective pour les

phosphatidylsérines

— permet un flip-flop lent
— du feuillet cytosolique vers feuillet
externe (milieu extracellulaire)
— hecessite du calcium
— dépend du moment de la fonction

— on comprend que les scramblases (floppase/flippase) permet le transport des phospholipides
d’un cdté de la membrane a 'autre = on parle de I'équilibre des feuillets

ATTENTION IMPORTANT : la composition des membranes est asymétrique = pas forcément les
mémes phospholipides présents sur feuillet externe que sur l'interne :

richeen: _
— phosphatidyléthanolamine il

— phosphatidylsérine ZEzS \

— phosphatidylinositol Faphetiihimtisdes

Phospatidylinositol

‘ ASYMETRIE DE COMPOSITION ‘

asymétrie de composition

,,,,,,,, Sphingomyéline
i [} [Z—— Phosphatidylcholine
richeen:

— Phosphatidylcholine
— sphingomyéline

Bon Gigi ne vous demande pas de savoir quel phospholipide appartient a quel feuillet, mais il
veut vraiment que vous sachiez qu'il y a une ASYMETRIE DE COMPOSITION +++
Tant mieux pour vous, mais dommage pour moi (rip les piéges que j'aurai pu vous faire)

Les lipides ont différents réles dans la cellules :
— servent a la structure de base des membranes
— régulent la déformation des cellules
— permettent le transport et le tri des protéines
— transduisent des signaux extracellulaires

— Ainsi, on comprend que les lipides ne sont la juste pour faire barriére en formant les
membranes, elles vont en plus avoir un réle fonctionnel important.

Quelques photos

de Taylor pour vous détendre
un petit peu avant
d'attaquer les protéines ¥
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On a vu tout a 'heure que les protéines sont moins nombreuses que les lipides MAIS
occupent une place plus importantes en terme de poids . En plus de cela, elles sont tres

importantes !!!!

— on distingue plusieurs types de protéines associées a notre bicouche lipidique (=

membrane) :

— complétement intégrées
a la membrane
— capacité de traverser la
partie hydrophobe de la
bicouche

— ancre a GPI (voir E.)
— liées par des liaisons
covalentes (tres fortes)
— ne rentrent pas dans la
membrane

Protéines
périphérigques

— associées a des
protéines
transmembranaires (on a
des liaisons
protéines-protéines (non-
covalentes)

— nhe traversent pas

Ces protéines possédent toute une série de
fonctions, nécessaires aux cellules :

— activité enzymatique

Proféines ancrées i un lipide ———

— transport des molécules/ions

— reconnaissance et adhérence a la matrice

extracellulaire

— récepteurs de molécules signalétiques

extracellulaires

o g
Protéines
periphériques

Les biomembranes contiennent trois classes de protéines :
périphériques et transmembranaires (ou intégrales)

|

Protéines intégrales de membrane ou
transmembranaiges

Pour comprendre ces différentes fonctions et leur probleme (s'il y en a), on peut les

étudier en laboratoire :

Les détergents (agents chimiques capables de détruire/solubiliser les membranes) sont
amphiphatiques et peuvent former des micelles dans

leau.

— les détergents prennent la place des lipides
et vont extraire les protéines ainsi entourées

de détergent.

— Si beaucoup ++ de détergent = formation
de micelles de lipides + détergent = formation
de micelles ayant détruit la membrane

Le tutorat est gratuit ! Toute vente ou reproduction est mterdlte.

Le détergent détruit la bicouche et extrait
les protéines transmembranaires sous forme de micelles
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A. Les protéines transmembranaires

— souvent glycolysées sur leur domaine extracellulaire. On distingue :

— 2 pOles hydrophiles
— hélice alpha hydrophobe : permet de s’ancrer — transporteurs : GLUT-1
dans la membrane — récepteur a 7 domaines transmembranaires
— généralement des récepteurs de la membrane (qu'on verra dans mon prochain cours :
plasmique — intermédiaire entre intérieur et signalisation cellulaire)
extérieur de la cellule

1** fonction des protéines transmembranaire = Topologie de quelques protéines

structurer la membrane transmembranaires

— les protéines de structure peuvent étre associées : : . : B ‘
+ dlamembrne Ly

Y &3 . :‘J ..! ;
* ades protéines transmembranaires % _ % : .
» ad’autres constituants de la membrane Rssgieurs Cytochromes  TanSpon Récepteurs 7
(insulim.LD_L.,.] (P450..) . (GLUTIL.) domn.umg )

om . o ) | Glycophorine ‘_ﬁRE.dn_Gu]gi.dus

2" fonction : renforcer la stabilité mécanique ou bien Iextéricur de a cellule

des membranes. Elles ont la possibilité d’avoir des ribosomes sur la surface de la membrane
comme au niveau du réticulum endoplasmique granuleux (qu’'on verra dans le IV.)

4*™ fonction : récepteurs, c’est vraiment centrale au niveau de la cellule (mon prochain couuuurs),
ce role est réalisé par les protéines transmembranaire. Exemples :
* récepteur a l'insuline, au cholestérol, aux glycophorines
* transporteurs de glucose
e récepteur a 7 domaines transmembranaires (N-ter — milieu extracellulaire, et C-ter — milieu
intracellulaire, sont des opposants de la bicouche)

Le tutorat est gratuit ! Toute vente ou reproduction est interdite@®
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B. Les protéines ancrées a un lipide membranaire

1- Généralités

Les pr otéines pr ésentes sur la face Ancre myristolylée, ex: tyrosine kinase Src

cytosolique sont associées de maniére

Ancre palmitoylée

Ancre isoprénylée, ex. la protéine Ras

covalente a un résidu isoprényl

(farnésyl ou géranyl-géranyl) ou un
acide gras (myristique ou palmitique)

ATTENTION TABLEAU HORRIBLE :

GPI = glycosylphosphatidylinositiols

Ex : NCAM, prion normal

//:_; \
G o)
L 8=

Exterieur
de la cellule

ajout d’un dérivé . - e
y . \ ajout sur Cystéine modification post-
. . . isoprene . . .
isoprénylation s . 4 résidus avant traductionnelle de
— résidu farnésyl ..
. . C-ter la protéine
ou geranyl-géranyl
. =t ajout sur Glycine modification post
. . ajout de l'acide y y . B
myristoylation muristique en N-ter par liaison ou co-
Y 9 amide traductionnelle
. ol ajout sur Cystéine I
. . ajout de l'acide J Y . . modification post-
palmitoylation . en N-ter par liaison .
palmitique . traductionnelle
thioester
Info surle tableau :

— exemple de protéines farnésylée : protéine RAS appartenant a la famille des petites
protéines G monomérique (vu dans signalisation cellulaire)
— 'isoprene est un précurseur du cholestérol (coucouuuu la biochhhhh)

Bon maintenant je vais vous dire comment lire ce tableau mdrrrrrr

« Lorsque l'on a une isoprénylation (type d’ancrage), il y a une fixation post-
traductionnelle d’'un dérivé d'isopréne (pouvant étre la farnésyl ou géranyl-géranyl),
cet ajout se fait sur une cystéine située 4 résidus avant la C-terminale d'une liaison
thioester d'un groupement farnésyl.

« Lorsque I'on a une myristoylation, il y a une fixation aprés ou en méme temps (post
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ou co) traductionnelle d'une chaine d'acide gras. L'acide myristique a une liaison amidé’
de la glycine N-terminale de la protéine.
e Lorsque lI'on a une palmitoylation, il y a une fixation post-traductionnelle de l'acide
palmitique a une liaison thioester sur une Cystéine C-terminale.

Pour votre plus grand plaisir ce n'est pas a apprendre (& reconfirmer s'il le fait en
présentiel parce qu'il I'avait dit 'année derniére en présentiel) JUSTE, il faut savoir quel
type d'accroche correspond a quel type de modification (post ou co-traductionnelle)

2 - L'ancre GPI

Le GPI permet 'ancrage des protéines sur le feuillet externe des membrane (exemple :
glycoprotéines d’adhérence neuronale NCAM, protéines prion normal).

Le GPI permet une mobilité rapide des protéines a la surface par diffusion collatérale (= les
protéines se déplacent sur le c6tés).

— Il y a environ 200 protéines humaines qui utilisent 'ancrage a GPI.

C. Mobilité des protéines

Les protéines présentes a la surface des membranes peuvent se déplacer de différentes
maniéres. Il y a une restriction dans leur mobilité latérale en fonction de leur intéraction.

Ancragje avec le cytoscjuelette :
par l'intermédiaire des protéines
périphériques — la protéine se déplace
en fonction du cytosquelette

Exemple : les hématies ou transporteur
d’anions transmembranaires est sont
associés aux microfilaments d’actine

par la spectrine (protéine périphérique

Point pathologie : la myopathie de
Duchéne est causée par I'absence de
dystrophine qui s’associe au
cytosquelette et permet I'association
avec le récepteur pour les molécules de
la matrice extracellulaire

Interaction avec le cytosquelette
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Interaction avec la matrice SUbstrgte
extracellulaire : Adhesion
1 Molecule

— c'est le cas pour les molécules - SAM

d’adhérence comme les intégrines

interaction entre protéines de deux
cellules :
— molécules d’adhésion ou CAM

interaction avec d’autres protéines :
— radeaux lipidicues flottant sur la
membrane plasmique (on y revient juste
apres)

Systemes de jonctions inter-
cellulaires :

- jonctions serrées — caractéristique
des cellules épithéliales polarisées
(coucouuuuu I'histooooo love a Marion,
Janna et Asia ©).

Ces jonctions serreées constituent une
ceinture dans la partie haute de la face
latéral proche du pdle apical.

Elles constituent une frontiere
empéchant la diffusion latérale des
protéines et assurent I'imperméabilité de
la couche épithéliale
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D. Les radeaux lipidiques

— structure membranaire extrémement importante de la bicouche.
— riches en cholestérol et glycosphingolipides sur le feuillet externe,
en protéines a ancre GPI et récepteurs transmembranaires
— structure bien définie :

e diameétre de 50 nm pouvant couvrir 35% de la surface cellulaire Radeaux lipidiques

— formés dans I'appareil de Golgi puis transférés au niveau de la membrane plasmique via les
endosomes
— il n’y a pas de radeaux lipidiques sur les membranes des organites et nucléaires ! QUE SUR LA
MEMBRANE PLASMIQUE
— différents roéles :

o compartimentation

o polarisation

o signalisation cellulaire — ils concentrent et oligomérisent les protéines de signalisation

donnant la fonction aux récepteur

Les radeaux lipidiques sont des protéines pouvant bouger mais vont diffuser dans des endroits oi
elles sont concentrées. En effet, leur concentration locale joue un réle important dans la
transduction du signal.

A. géneralites

Le systéme endomembranaire permet la synthése (ou biosynthese) de protéines mais pas
toutes, au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Le RE est le début du flux vectoriel
permanent donc du systéeme endomembranaire.

Le RE va capturer les protéines a partir du cytosol, on retrouve comme protéines :
— protéines transmembranaires (destinées au RE, membranes plasmiques...)
— protéines solubles (destinées a la lumiére d'un organite ou a la sécrétion)
Pour ces deux types de protéines, on a le méme signal de tri a 1a base.

On voit ici en microscopie électronique un RE
associé a des points noirs. Ces points noirs
correspondent aux ribosomes synthétisant les
protéines. (Mais pas toutes) : on 'appelle donc le
endoplasmique granuleux

— RE granuleux = avec ribosome R o s AT
— RE lisse = sans ribosomes !
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Il existe 2 types de ribosomes :

ribosomes liés au RE ribosomes libres
— associés a la membrane du RE — preésents dans le cytosol
— servent pour les protéines transférées — synthétisent toutes les autres
dans le réticulum endoplasmique protéines (non synthétisées dans le RE)

— ces 2 types de ribosomes ont la méme structure et fonction, ce qui les différencie C’est
juste leur localisation donc ou la protéine va étre synthétisée.

B. Expériences

On va maintenant voir comment les protéines sont synthétisées au niveau du réticulum
endoplasmique GRANULEUX. Pour cela, on aura :

— des extraits de réticulum endoplasmique granuleux

— un systeme de traduction de ’ADN sans RE, avec un précurseur de protéines radioactif
méthionine **S permettant de suivre la syntheése.

1. Lassociation du RE aux ribosomes est-elle nécessaire a la synthese
des protéines ?

Tracducton

n vitro
de [ADNG RE

Sans RE C -> non radioactif
— WS aul —
T 5-> radioactif
” (] (
eXperience Uttracentrifugation

> culot (C) + Surnageant (S)
Avec RE
C -> radioacti! —
5-> non
radwoactif

e 1¥ cas:(en haut)
— QObservation : on synthétise d’abord la protéine puis on I'associe avec le
réticulum endoplasmique.
— Résultat : la protéine ne peut pas s’associer avec le réticulum
explication endoplasmique
e 2°™€cas: (en bas)
— Observation : on synthétise la protéine avec le réticulum
endoplasmique
— Résultat : la protéine s’associe avec le réticulum endoplasmique

— L’insertion de la protéine avec le réticulum endoplasmique doit étre

conclusion . 1 . N
co-traductionnelle —-en méme temps que la traduction de la proteéine
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2. Linsertion de la protéine dans les membranes impligue-t-elle
un meécanise entrainant une modification de la protéine ?

Re

_Sana RE .

expérience
1

- Avec RE

v

UNIVERSITECOTE D'A

— Observation : les protéines synthétisées avec et sans le RE ne sont pas
exactement de la méme taille puisquelles migrent différemment (traits
oranges pas a la méme hauteur) :

 protéine synthétisée sans le RE : migre moins loin

 protéine synthétisée avec le RE : migre plus loin
— Résultat : la protéine synthétisée avec le RE est plus légere donc de plus
petite taille (car migre plus loin sur I'électrophorése) par rapport a la protéine
synthétisée sans le RE.
explication
— Hypothese : quelque chose doit intervenir sur la protéine lorsque celle-ci
est synthétisée avec le RE, c’est-a-dire un mécanisme couplé la synthese co-
traductionnelle avec le réticulum endoplasmique
— Résultat : on a identifié sur la surface interne du RE la peptidase ou signal
peptidase (= protéine). La peptidase peut couper une séquence présente sur la
protéine : “peptide signal”. La peptidase va donc cliver (=couper) le début N-
terminale de la protéine lorsqu’elle commence a rentrer dans le réticulum
endoplasmique

Traduction
in vitro de |ADNc
delete du peptide signal
t¥8)
Sans RE

RE
Anan =k Vs

expérience . . - - M __,'L_‘
|

B Avec RE

HeLenSNamn 5

UMWERSTECOTE D'A

— Observation : cette fois, on synthétise les protéines avec et sans le RE, mais
explication les 2 protéines n'ont pas de peptide signal
— Résultat : les protéines ne rentrent pas dans le réticulum endoplasmique
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L’importance de la signal peptidase au niveau de la co-traduction a été

conclusion . |
démontré

Apparté sur I'expérience et I'électrophorese réalisée sur I'expérience d’avant :

— On a synthétisé la protéine avec et sans réticulum endoplasmique mais en plus on
caractérise la protéine qui a été synthétisée par un gel de Polyacrylamide SDS, permettant
de mesurer la taille des protéines radioactives.

— Pour cela on a fait une électrophorése. Ca consiste a faire migrer dans un champ
électrique la protéine en fonction de leur taille (plus elles seront petites, plus elles seront
légeres donc plus elles migreront loin). On les repére facilement par autoradiographie
puisque les protéines synthétisées sont radioactives.

Méthode d’électrophorese :

1. On part d’'un gel fin de 10cm de N~ [Ns
polyacrylamide composé de puits dans ey i
lesquels ont peut poser les protéines =l 5[
en condition dénaturante (grace a SDS)
— migration en fonction de leur taille/
poids moléculaire

2. On peut les relever car elles sont :

o radioactives
o associées a des anticorps
spécifiques

3. Enfin, on ne voit que les protéines L

marquées "

3. La séguence signale est NECESSAIRE, mais est-elle SUFFISANTE ?

Traduction
in vitro de TADNc. pas de concentration de fluorescence
e dans le RE
codant pour une protéine 2
non-membranaire (GFP) ler ?-
— .; .I. Fam : & - £
s ® | \i{
exXperience ; v
Traduction
in_vitro d'un ADN hybride
PS-GFP concentration de fluorescence
. dans le RE
IV (k - -
| ‘gv 7
RH=ITE FATE N'A
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1* cas : (en haut)

— Observation : on synthétise la protéine GFP (protéine non membranaire)
sans peptide signal, associée au RE

explication | — Résultat:la GFP ne s’associe pas au réticulum endoplasmique

2°™¢ cas : (en bas)

— Observation : on synthétise la GFP avec un peptide signal associée au RE
— Résultat : la GFP s’associe au réticulum endoplasmique

Le peptide sighal est NECESSAIRE et SUFFISANT pour I'association des

conclusion o - .
protéines au réticulum endoplasmique

4. Comment la protéine est-elle associée au RE ?

Pour voir cela, on utilise un détergent et une protéase :
— détergent = détruit la membrane du réticulum endoplasmique
— protéase = détruit la protéine

%)

detergent

protéase détergent detergent
protéase

& : :
etergent protéase protéase

Extraction des

protéines de la bande et
——— détermination de

la séquence peptidique

-> séquence « stop transfert

| INIVFRSITF COTF D2

3. utilisation de la protéase : taille de la
protéine identique = protéine non accessible
a la protéase (a I'intérieur du RE)

2. Utilisation du détergent : ne change rien
puisque ne s’attaque pas a la protéine
L. utilisation protéase + détergent : séquence
controle pour voir si tout marche bien — on
ne voit rien : protéase marche bien

3. utilisation de la protéase : 1a protéine est
cliver car une partie est exposée a I'extérieur
et une autre protégée par la membrane du
RE — exposée a la protéase = clivage =

protéine plus petite/légére donc migre
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— La GFP est completement dans le
réticulum endoplasmicue et est donc
protégée de I'action de Ia protéase

— en plus du peptide signal, il y a une
autre séguence : “stop transfert”.
Cette sécjuence arréte Ia synthese de
Ia protéine avec le RE et se retrouve
coincée dans la membrane — protéine
transmembranaire

TUT'Récap :

sécquence signal

séguence “stop transfert”

— adressage au réticulum
endoplasmique

— arrét de la synthese avec le

réeticulum endoplasmique - protéine
transmembranaire

traduction avec protéine séquence “stop transfert”

traduction protéine avec peptide signal (vert)
(orange)
ane taille de la ane
dégradation s protéine § dégradation
o change . . coupe la change
de la protéine . identique . . dela
rien car partie rien car "
— prouve . car . s . protéine —
détergent . exposee a détergent
que ¢a e protégée e e . . prouve que
n'agit pas I'extérieur n'agit pas
marche: par la Ga marche :
. sur la du RE sur la R
controéle rotéine membran rotéine controéle
P e du RE P

Bon les gars c’est la derniere page apres donc lachez rien svpppp je sais que c’est dur

mais vous inquiétez pas, plus vous allez le voir, mieux ¢a ira !!!!
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5. Comment se passe cette synthese avec le peptide signal et |a
sequence "stop transfert” ?

\,

" sRP Cytosol -

Séquence
signal

= \d ) L
tfoo,00 g
fermé ouvert ' \ ' '

peptidase L

Lumiére RE NlHZ

1. Le ribosome commence la synthése de la protéine au niveau du N-terminale. Si ce N-
terminale contient la séquence signal, alors la protéine SRP vient se fixer au ribosome

2.La protéine SRP va ensuite étre reconnue par le récepteur SRP présent sur la
membrane du réticulum endoplasmique = association du ribosome au RE

3.Puis il va y avoir 'ouverture du translocon (=canal protéique situé dans la membrane
du RE) permettant au peptide signal de rentrer a l'intérieur

4.La synthese de la protéine continue alors, puis une fois qu’une partie de la protéine
sort dans la lumiére du RE, la signal peptidase clive le peptide signal

5.La synthese continue vers le C-terminale de la protéine. S’il y a la séquence “stop
transfert”, 1a synthése se bloque, le ribosome se détache de la membrane du RE et la
protéine devient transmembranaire

FHINTTHININNNNNNNNNN

pharma &e°
Dédi a ma famille d’amourl], mon pére, ma mére, mon frere, ma chienne Naya, la famille de ma mére,
la famille de mon pére, je vous aime, vous étes toujours la pour moi (spécial dédi au bébé de ma
cousine qui vient de naitre #cayestjesuistontonlesgars « )
Dédi a tous mes amis, love love love
DEDI & mes amis du tut
e dédi a Prunelle, je t'aime tellement, t'es toujours la pour moi, tu sais m’écouter, me conseiller et
vrm je regrette pas une seule seconde de t'avoir parlé. J'espére qu’on sera ami encore
lonnnngtempsOQd
* dédi a Emna, on s’entend tellement bien, genre waow je sais méme pas quoi dire tellement je suis
ému et fier de notre relation@W®
* dédi 8 Emma, ma coquette préférée @@
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* dédi a Inés, merci de m’‘avoir accompagné a la Sorbonne pour mon collége de chirurgie vasculaire
haha &3
® dédi a Claudia, on se voit plus je sais méme pas pourquoi mais a chaque fois je suis trop content
de te voir @
e Dédi a Marion, mon histocops, mon ame sceur de la pré-rentrée ¥
e (anti)dédi & Sandro, toujours 14 pour m’enquiquiner avec ton complexe d'infériorité.....La®®
e dédi a tous les autres : Chloé (bioch), Roxane, Chloé (Kiné), Marwa, Inés (BDR), Inés (Biophy), Ethel,
Flora (c'était trop bien quand on s’est raccompagné aprés I'EB), Lou-Anne (que je connais pas
depuis longtemps mais que j'adore), Alexane, Manon, Vaiana, Anais, Camille, Laura, Marie-Lou,
Lucas, Gabrielle, Iris, Jannaaaaaaaaaaa (histocops 2), Matteo, Nicolas et Youngmiiiin (mon army
preffff), Iwan, Julien, Céliaaaaa et Laure OW%
Dédi a Laurie, mon binbme d’anglais et de propédeutique, gros love, je t'adore !IIEEW®
Bien évidemment dédi a TAYLOR SWIIIIIIFT aka The Music Industry aka Taytay aka Motherll
Dédi a mes marraines que j'aime tant et qui sont la pour moi, avec qui je m’amuse tout le temps :
Marie-Lou, Carla, Clem et la meilleure pour la fin EMMAAAAAAAAAA-LISAAAAAAAAAAAAAAAA @
W (ouh ouh ouh ouh®, waf waf waf waf waf waf waf®®, grrrrrrrrrrrrrrrrrerrerererrrrrrrfR)
Dédi & Julius Caesar it @
Dédi au tutorat ma vida loca, je vis pour toi et tu vis pour moi OOVVVY
ET ENFIN DEDI A TOI PETIT Pi, tu es fort, tu es grand en sortant de cette fiche et tu repartiras de
meilleur la prochame fois 111! L =
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