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EXTRAIT DU B.O.

Savoirs visés Capacités exigibles
Les proprietes de fluidite, de permeabilite selective, de spécificité reposent sur Bl NG [ ER [V« W0 110 T ETYRe M W oo ap]sleXTul T We W Y
Porganisation de la membrane. membrane.

Les membranes cellulaires sont des associations non covalentes de proteines et Gl W1y LT [Tl S T L ET R R W EReloYyaTsTe X d o]y}
de lipides, parfois glycosylés, assemblés en bicouches. de la membrane.

L'eau, les solutés neutres ou charges et les gaz dissous peuvent traverser les [ =% [eY{7=T RN Telulely Ie [ oTe1 7=, a1 MY Y dYeYe T 1 Te U3
membranes. pour déterminer le caractere spontané ou non d’un
La perméabilité de la membrane vis-a-vis d’une substance chimique dépend de [{IdiET}-

ses propriétés physicochimiques et de celles de la substance considérée. - Exploiter la relation de Nernst pour déterminer le
Ces échanges transmembranaires sont régis par les différences de potentiel [fsleld=ly1a{=I W K=Ye (1] [[-77-N KT W{cT

électro-chimique. - Exploiter la loi de Fick pour expliquer les
Les flux de solutés s‘effectuent dans le sens des potentiels électro-chimique Jely-1av=IgNule I [31=Ydle [T (SR w11 N Tel s EToT-L
décroissants par transport passif simple ou facilité ou dans le sens inverse par FiehHnERTERETRENE

transport actif primaire ou secondaire (couplages énergétiques). - Exploiter la notion de potentiel hydrique pour
Les flux transmembranaires sont une fonction linéaire (diffusion simple) ou Je{=T=lgyTTaT=Tal ERAT OGN [T LR TTR

une fonction présentant un plateau de saturation (échange assisté par un [EREEICTTN SRR o [y 1ol =T a F{u e [TT=NN SRR o TR o1 (T3 I
transporteur) de la concentration en molécule transportée. membranaires (canal, transporteur) aux modalités
Des flux transmembranaires d'ions sont a Porigine d'un potentiel électrique gl E131-(-0

appelé potentiel de membrane. - Relier les échanges présentés a leurs fonctions
Des transferts de matiére entre les compartiments et avec le milieu [lfe]lef-{:[V[-I}

extracellulaire (endocytose et exocytose) sont réalisés par I'intermédiaire de [ERICH TN RT3T=3-c1 SRR o o (4 [oo I« ST To T ERN=T A SRR [ (1) ¢
vesicules. Le bourgeonnement et la fusion des vesicules reposent sur les RYrliN =0 T ETTRTNE B (N LTy TS TS W oYe17=1 o T T= e [
propriétés des membranes et I'implication des protéines. Le transport et le [[utinllElH

guidage des vésicules mettent en jeu le cytosquelette. - Relier les échanges présentés a leurs fonctions
biologiques
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Cell membranes are not static structures. The membranes of these fibroblast cells show
irregularities called ruffles and spikes. The ruffles and spikes are required for movement
and phagocytosis. The nuclei are stained blue, and the actin component of the
cytoskeleton is stained yellow. [Alex Gray/Wellcome Images]

Stryer, 2010, p205

Ruffle: ébouriffement



l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
3. Approche thermodynamique des échanges individuels
4. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

5. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

4. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques
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B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp

transmembranaire

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’'une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L'endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

I. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.Lexocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule

|. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire



Bicouche lipidique (mise en évidence expérimentale
indirecte avec extraction de ’ADN d’oignon)

Structure délimitant une cellule

Surface d’échanges
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= Cellule: systeme thermodynamiquement ouvert

— Echange de matiere et d’énergie avec son environnement '

= Cellule: unité structurale du vivant délimitée par une membrane

Comment la structure de la membrane plasmique permet-elle la réalisation des
echanges nécessaires au fonctionnement de la cellule ?

D’autre part comment ces échanges sont-ils controlés ? .
Gradient de

concentration

constituants Concentrations Concentrations

intracellulaires extracellulaires

En mmol.L'!  En mEq.L-'  En mmol.l:!  En mEq.L"'

cations Na* |4 14 140 140
K* 140 140 5 5
Ca?* 104 2.10 I 2

anions Cl- |4 -14 147 -147
organiques 126 -140 0 0

Concentration des mic et mec de cellule de Mammifeére
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]
ETUDE EXPERIMENTALE DE LA PERMEABILITE MEMBRANAIRE

Protocole:

» On fait glisser une  solution de

phosphatidylcholine (glycérophospholipide
tres abondant des membranes) sur une plaque
de téflon percée, puis on la trempe dans 'eau

La solution s’étale et son épaisseur diminue

On mesure I'épaisseur au niveau du trou en
étudiant la réflexion : lorsque la réflexion est
nulle (« membrane noire »), on a atteint
I'épaisseur minimale = bicouche
phospholipidique

Orifice
circulaire

=

Cloison mobile en téflon ﬁ

. L2

.

“

FIISTT,

Application de la solution
de phosphatidylcholine

* perméable aux gaz = O,,CO,, N,

{'?} = perméable aux petites molécules (H,O, urée)

&}

* imperméable aux grosses molécules polaires

(glucose) — nécessité de transporteurs

Etude de la perméabilité
membranaire sur des * imperméable aux molécules chargées = ions

. . + s o« 7
membranes artificielles (Na")— necessité de canaux
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variante

i+

Small
uncharged

molecules

Large
uncharged
polar
molecules

lons

Charged

molecules

Fenétre d’observation

() U

Evolution de la membrane artificielle
COy N3, O
2n 2 Permeable -~
Ethanol
Permeable
‘i H,0 7 -
NH,—C—NH, Water Slightly
Urea permeable
Glucose, fructose
Impermeable
K*, Mg2*, Ca2*, CI-,
HCO; ", HPO2
Impermeable
Amino acids, ATP,
glucose 6-phasphate,
proteins, nucleic acids 3
Impermeable [



I i
NOTION DE COEFFICIENT DE PARTAGE:K

m -1 oil
- détermination du coefiicient de 1

partage K par méthode dite du "flacon |. Eau 3,4.10°3 1,4.103 -
agité": 0F
4. HCI 2,9 9,0.102
~ melanger une qua'ntlFe conmne de s.olute 5.Acide méthanoique 7,3.10°3 1,5.102 17
dans un volume d'huile et d'eau, puis
mesurer la distribution du soluté dans 9. Urée 4,0.10¢ 1,5.104 . 27
chaque solvant (par spectroscopie ou par ) . 3 P,
chromatographie liquide haute | I.Acide acétique 6,9.10 3,0.10 S 3f
performance). I5.Acide propionique 3,5.102 1,5.10" a4l
= K = [soluté]huile / [soluté]eau |7. Glycérol 54.10¢ 7,0.10°
5 F
= Par I'expérience de la membrane noire, 18.Acide butyrique 9,5.102 4,4.10°!
Ay . 6 :
on définit un coefficient de ) 20.Acide benzoique 5,5.10°! 2,2 6 5
perméabilité pour chaque molécule, ) log K2!
CO"I”eSPO'ndaljt a la vitesse de 2|.Acide hexanoique L] 68 Graphique : représentc;tion du log de la
traversée d'une interface par la Tableau :valeurs de perméabilité a travers une

perméabilité a travers une bicouche en
fonction du log du coefficient de
partage huile (d'olive) eau.

molécule en cmis. bicouche de phospholipides (coeff de perméabilité
P™) et de coefficient de partage huile d'olive/eau
(K8™) pour quelques composés.

o |- Sur tableur tracer logP™ = f(log K[Hite
mm afin d’obtenir le méme graphique que celui en haut a droite de cette diapositive
2- analyser le graphique obtenu a 'aide des formules proposées
CH,— OH O O O
[ > 4 Vi V.
CH - OH CH;-C CH;—CH;- C CH,— CH~CHs C
] \ \ \
CH,— OH OH OH OH

, Glycérol (17) Acide acétique (I1) Acide propionique (15) Acide butyrique (18)
ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE 9



Perméabilité en fonction du coefficient de partage pour différents composés

@)

/C\ Acid cthano € HCI
H OH cide méthanoique

0 € acide hexanoique;

E
(8]
]
= c
g acide benzoique;
<
% E -1 " € acide butyrique;
e
/C\ g acide propionique;
H2N NH; Urée £ O
-] €.dcide méthanoique;
e g ¥ eau ’ acide acétique;
£ -3
o
Acide benzoique g
=
OH S 4
00
il

€ glycérol

O urée

. .. -6
/\/\/U\ Acide hexanoique 5 4 3 2 -l 0 | 2
OH

log du coefficient de partage huile/eau

CH,— OH /O e ®) =Plus un composé est hydrophile, plus son
éH — OH CH4— c/ CH—~CH+ C// CH;— CH~CH4+ C// coefficient de partage sera faible. Inversement
ICHz_ OH \OH \OH \OH pour un composé hydrophobe. Cette méthode

.permet d’estimer la liposolubilité du soluté.

Glycérol (17) Acide acétique (I 1) Acide propionique (15) Acide butyrique (18)
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
3. Approche thermodynamique des échanges individuels
4. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

5. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

4. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques
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B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A.Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : 'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule

|. L'exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire



I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET
ASYMETRIQUES

A. LES MEMBRANES SONT DES MOSAIQUES MOLECULAIRES
. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriére

Glycérophospholipide
membranaire

LibMol
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LA BICOUCHE LIPIDIQUE

O
N Z ) [,

)’ : — Région hydrophile

“e

— Région hydrophile

" : " J — LibMol
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Groupement Choline
lphosphate, (azotée)

Partie

hydrophobe
Les glycérophospholipides membranaires et le [Lipi de (acide gra SJ
cholestérol, stabilisateur de fluidité (Libmol)
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1 _____________________________________» ____________________________________|
= Lipides amphiphiles
= Lipides = 42% de la masse de la membrane = glycérophospholipides +
glycolipides (exclusivement dans les membranes des cellules animales) +
cholestérol

e — Interactions hydrophobes
0
0=P-0O — Barriere semi perméable
o
i I — V4 . .
ol 'r-.'i;ﬁrEHz = MET=> asymétrie membranaire
I
a5 6 i
-0 t=0 OH } roupement polaire

(F 1T
T
R
>

o il

wu g’z

il

Acide gras saturé

Schéma d’un glycérophospholipide et d’un cholestérol, lipides membranaires (S. Dalaine)
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X: sérine, éthanolamine, choline, inositol
Alcool amineé

A )
variable

\
O
phosphodiester !

0=p-0©
Groupement phosphate 2)
Glyceérol CH —u—\ —C‘.Hb
o
ester g ::\c. 0-..(_

périphérie
Protéine hydropf

\'4

~/
2 acides gras

URR

hydrophobe

Membrane cellulaire: bicouche phospholipidique amphiphile



MISE EN EVIDENCE DE LORGANISATION DE LA
BICOUCHE LIPIDIQUE

= Protocole:

. o Argument en
» En 1925, extraction des lipides » faveur d’une

membranaires de globules rouges bicouche lipidique

> Etalement des lipides sur une

Partie
surface aqueuse hydrophile
v surface occupée par lipides =
double de surface des o000®
membranes des hématies H,O

= structure de base de la membrane
= bicouche lipidique. Cette organisation en bicouche lipidique est

permise par le caractere amphiphile des
lipides qui la constituent.

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE 17



APPROCHE EXPERIMENTALE

' ' ' Isolement

- I:> Extraction des lipides
EXpérience de Gorter & Grendel membranaires
(1925) mm il U

des hématies

» Extraction des lipides membranaires Prélevements
. .. sanguins
» Etalement sur le dispositif de
Langmuir

» Resserrement jusqu’a obtention d’'une
monocouche
v Surface double de la surface
théorique des hématies .
v" Bicouche lipidique

A
Stationary *. Movable
barrier -

Dispositif de Langmuir pour étudier la
structure de la membrane
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Etalement des lipides
sur le dispositif de
Langmuir

air Lipides membranaires
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LELECTRONOGRAPHIE CONFIRME LA STRUCTURE TRIPARTITE DE LA
MEMBRANE PLASMIQUE

Partie_- H,0
hydrophile | H,O
Partie
hydrophobe ]
o
St,ruc?ture tripartite H,0 Milieu extracellulaire
Epaisseur 7,5 nm Représentation schématique
d’une cellule
= Observation d’'une coupe
transversale de membrane a un fort Bl
grossissement du (MET)
» structure continue
20 nm

Membrane plasmique d’une
membrane de GR (MET)

» constituee d’une zone claire
entourée de deux bandes sombres.
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LES LIPIDES SSORGANISENT EN BICOUCHE LIPIDIQUE

Perméabilité en fonction du coefficient de partage pour différents composés

€ HCI

- 0 & acide hexanoique;

acide benzoique;

Les glycérophospholipides
représentent 42% de la

-1 € acide butyrique;
Cer— -
acide propionique;
/. 4tide méthanoique;

€ eau acide acétique;

masse de la membrane

log de la perméabilité membranaire

@ glycérol
[urée]
-6
-5 -4 -3 -2 -1 0 | 2
log du coefficient de partage huile/eau

= Des experiences ( determination du coefficient de partage, mesure du
coefficient de permeéabilité sur membrane artificielle) montrent que
plus un soluté est hydrophobe, plus il traverse rapidement la
membrane, ce qui permet de supposer l'intervention de lipides.
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CLINICAL INSIGHT
Lipid Vesicles Can Be Formed from Phospholipids

The propensity of phospholipids to form membranes has been used to create
an important experimental and clinical tool. Lipid vesicles, or liposomes, are
aqueous compartments enclosed by a lipid bilayer (Figure 12.2). These
structures can be used to study membrane permeability or to deliver chemicals
to cells. Liposomes are formed by suspending a membrane lipid in an aqueous
medium and then sonicating (i.e., agitating by high-frequency sound waves) to
give a dispersion of closed vesicles that are quite uniform in size. Vesicles
formed by this method are nearly spherical in shape and have a diameter of
about 500 A (50 nm). lons or molecules can be trapped in the aqueous
compartments of lipid vesicles if the vesicles are formed in the presence of
these substances (Figure 12.3).

Glycine trapped
in lipid vesicle
) - /Glycine in H,0 . : - \\
ol Sonication @ @ Filtration @ @
L . g % - - %
R Phospholipid N0 ®) (@)
A G O
—) \ I \

Figure 12.3 The preparation of glycine-containing liposomes. Liposomes containing
glycine are formed by the sonication of phospholipids in the presence of glycine. Free glycine is

removed by filtration.
Stryer, p 207
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Quter aqueous
compartment

Inner aqueous
compartment

Bilayer membrane %

Figure 12.2 A liposome. A liposome, or
lipid vesicle, is a small aqueous compartment
surrounded by a lipid bilayer.

Assemblage spontané des
glycérophospholipides
amphiphiles en bicouche lipidique

=> Importance des liposomes

en biotechnologies cf vaccins a
ARN ©

21




LES LIPIDES SSORGANISENT EN BICOUCHE ASYMETRIQUE

PE PS PC
’ CH3\?13CH3 phosphate "
Phosphatidyléthanolamine (PE) R ;‘;t:roph“e
Phosphatidylsérine (PS) ?:2 T
2
Phosphatidylcholine (PC) ]
. o-j:—o @) queue
. : ' hydrophobe
(I:HI—CISH—IHz (l:Hz—(l:H—IHz ]
T T
C=0C=0 -
Chaines d’acide gras M
Milieu extracellulaire
Légende

| PE ips
kpc &SM

. cholestérol

Bicouche
lipidique

Milieu intracellulaire

L'asymétrie membranaire, dans la répartition des glycérophospholipides , du cholestérol et de la sphingomyéline (E. Bouguyon)



Human
Composition en lipides de la membrane Lipid Erythrocyte
PE et PS souvent coté des hématies en % des lipides tomw\fof:) Phosphatidic acid 15
hyaloplasmique Phosphatidylcholine 19
PC et sphingomyéline Phosphatidylethanolamine 18
souvent coté Thosphatlyishycerol 0
llulaire Phosphatidylinositol 1
SAEEACE ,u - Phosphatidylserine 8.5
Cholestérol en quantité Cadiclizn 0
équivalente interne vs Sphingomyelin 175
externe Glycolipids 10
Cholesterol 25
Composition (mol %)
Source/Location PC PE + PS SM Cholesterol
Plasma membrane (human eryvthrocytes) 21 29 21 26
Mpyelin memhbrane (human neurons) 16 37 13 34
Plasma membrane (mung bean) 47 43 0 0
Composition en lipides de quelques | Inner mitochondrial membrane (cauliflower) 42 38 0 0
biomembranes en % des lipides totaux intdsh) | Outer mitochondrial membrane (cauliflower) 47 27 0 0
Plasma membrane (E. coli) 0 85 0 0
PC = phosphatidylcholine ; Endoplasmic reticulum membrane (rat) &0 25 3 7
PE = phosphatidyléthanolamine ; Golgi membrane (rat) 51 26 8 13
PS = phosphatidylsérine ;
SM = sphingomyéline Inner mitochondrial membrane (rat) 40 37 2 7
Outer mitochondrial membrane (rat) 54 31 2 11

\_P'rima_r}r leaflet location Exoplasmic Cytosolic Exoplasmic Both




l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
3. Approche thermodynamique des échanges individuels
4. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

5. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

4. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques
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B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

|. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A.Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : 'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L'exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES
ET ASYMETRIQUES

A.LES MEMBRANES SONT DES MOSAIQUES MOLECULAIRES
2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation

fonctionnelle
2.1. Mise en évidence de la présence et des fonctions des protéines
modeéle, théorie et mesure, les travaux de Davson et Danielli sur la tension

superficielle

Tension superficielle : force qui rend une surface {c}
libre d’'un liquide comparable a une membrane {o}
élastique. Elle est due aux forces
intermoléculaires qui existent entre les
molecules du ||qu|de https://www.youtube.com/watch?v=DZOB5GVAXxJg

Tension superficielle des membranes mesurée << tension superficielle théorique (si bicouche lipidique)

—> existence de molécules abaissant tension superficielle

— Hypothese d’un sandwich lipido-protéique de Davson et Danielli

1935 : modele de Davson et Danielli = membrane : double couche lipidique recouverte
d’une couche de protéines globulaires sur les faces internes et externes.
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES
A. LES MEMBRANES SONT DES MOSAIQUES MOLECULAIRES

N

(71 obulou-
proFeins

https://www.youtube.com/watch?v=0ZF7ViNo3Sw



2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle &

2.1. Mise en évidence de la présence et des fonctions des protéines

Etude de 'insertion de la disposition des protéines au sein de la membrane

par cryofracture / 2.Cryodécapage ey 3. Ombrage
S NUNN Y

4. Moulage

RERR,

1. Cryofracture

= 1959 : électronographie par
Robertson

Technique de cryofracture et de
cryodécapage montre que la
surface des membranes est tres

granuleuse
=> Protéines_enchassées dans la
wmembrane

Membrane vue de face apres apres Modéle d’interprétation des
ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE cryofracture avec ombrage (peycru, 2013) résultats de cryofracture
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2. Les protéines membranaires sont

responsables de la spécialisation

Miliel extérieur

fonctionnelle

2.1. Mise en évidence de la présence et des

fonctions des protéines

Etude de Pinsertion de la disposition des

protéines au sein de la membrane par s a
cryofracture s gﬂ 53: %
B :Vue en microscopie électronique d'une réplique de cryofracture
de membrane plasmique de globule rouge montrant des "particules
associées" représentant la trace des protéines ancrées dans la
couche protoplasmique ou exoplasmique (faces E et P des
hémimembranes externe et interne).

C : Schéma conceptuel d'une membrane plasmique illustrant le
modéele actuellement proposé dit en "mosaique fluide".Ony
distingue des "particules associées"

» soit traversant la bicouche : protéines intrinséques

» soit ancrées dans la bicouche : protéines extrinséques
externes ou internes.

Réplique face E Cryofracture
S s
A D *%’z;?!

=4

e

EN % MASSIQUE: B
PROTEINES = 50% DE MASSE MEMBRANAIRE

(42% POUR LES LIPIDES ET 8 % POUR LES
GLUCIDES)

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE
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Etude de 'insertion de la disposition des protéines au sein de la membrane
par cryofracture &
Comment semble étre
organisée la membrane!? milieu
P Quelle est I'épaisseur de la . extracellulaire

membrane ?

m
La structure m':snl;';_ral:l:
de la membrane plasmique. i g -
a i : <Y "3 -.1 = e v ] : 3 e : I.'“.’. . 4
(a) structure tripartite de la membrane 'S o N Wy 2 cytosol

vue en coupe x 300 000, on voit
netcement les deux feuillets avec un
espace au milieu, le feuillet interne étant
le plus fin. (b) Vue de face révélant la
structure particulaire de la membrane
* 75 000. Le diametre des particules est
de 10 nm. (Cliché B. Vian, « Atlas de biologie
cellulaire », J.-C. Roland, |.-C. Callen, A. et
D. Szillgsi, 5° éd. Dunod, 2001.)

Electronographie du plasmalemme, structure tripartie de la membrane plasmique (MET) (a), observation de la face
apres cryofracture-cryodécapage et ombrage métallique (Peycru, 2013)
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2. Les protéines membranaires sont resBonsabIes de la spécialisation
!onctlonnelle

2.1. Mise en évidence de la présence et des fonctions des protéines
Par digestion sélective, puis électrophorese

(a) cellule intacte (b} cellule traitée a la trypsine (c) cellule traitée a la trypsine o
sur sa face extemns aprés perméabilisation
du plasmalemme

plasmalemme trypsine

lot {a)
lot de protéines lot (b) lot de proteines
-etalons \., -etalons

B e S o }puus
200 kDa — —
- -3 —\_
. — -"-‘- - S —
Trypsine: RS 5 i i\.
protease non 50 kDa S— 3_ — gel d'seaﬂscﬁélgrese
permeante 20 kDa — —
10 kDa — —
®

Ficure 3.3 Protocole utilisé pour déterminer la situation des protéines membranaires.
ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE 30



plasmalemme

Differents types de protéines
|) Transmembranaires (prot n°3 et 4)
2) Ancrées dans la membrane avec des domaines émergents
seulement d’un coté (prot n°2 et 4)
3) Reliées a la membrane sans y étre ancrées (prot n°l et 5)

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE
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2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécial
fonctionnelle

2.1. Mise en évidence de la présence et des fonctions des protéines

Electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS (conditions
dénaturantes)

—— Gel cassette

Hamilton
syringe

Negative
electrode
chamber

Tank

Power source .
Separate protein

bands
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Par I’étude du profil d’hydrophobicité = hydropathie

*‘ A
g Vi VIl IX X XI X
9
£
Profil d’hydrophobicité: £
>
Douze domaines =
7. ]
hydrophobes = 12 hélices a =
transmembranaires = po o baa e byva el vel sy baia sl papgiasaals
_ Echelle de Kyte et Doolittle b i IO SEJUNIN  Ahs
b
Périplasme {J’>
|
- o - - - e
O = @ -, e = 19
w = o 290 E e
. 6
Topologie: = (> (= RS (15 (s
o @ @ 25
D (asp), E (glu), R (arg), K ] o o o o o o
‘ : TN vV Vi
(lys) et H (his) au sein des ' ¢ Al L ol i L
14 . N
hélices Cytoplasme -

Profil d'hydrophobicité de la lactose perméase (Shechter, Dunod, 2000)

[Les régions hydrophobes correspondent aux segments transmembranaires possibles et donc aux]

hélices alpha.
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O
= aF )
% M| glycophorine B i Aquaporine: 6
< - frm\ /'N\ domaines
o 0 W 0 7 w transmembranaires
S, - i
2 2] resiclue 100 200
Q i 4 810 150 T T T T P TET W) RYS RE e
B 40 séquerice
|.  ldentifier les portions hydrophiles et hydrophobes des protéines A (glycophorine) et B | -
(aquaporine).
2. En supposant que le principal domaine hydrophobe identifié dans la glycophorine est une hélice “ &
a, calculer la hauteur de cette hélice. G
3. Est-ce suffisant pour traverser la partie hydrophobe de la membrane ? '
4. On rappelle les dimensions du pas d’une hélice a : 3,6 acides aminés — 0,54 nm. & 054 nm
5. A partir des profils d’hydropathie, proposer une disposition membranaire des 2 protéines Lﬁy@ 5 '

glycophorine (A) et aquaporine (B).

Primary Structure of Glycophorin A
Outside Inside
Structure d’ e 5 liaisons |
. (points noirs! 0 . i s atomes ¢
Libmol (légérement . > @
e Typiquemen' \‘i) . 40 woo W 5 des proté
membranaire & e

Aquaporine H20 [ =

] j@;@%&ﬁﬁﬁ’

6 hélices transmembranaires

L

Nter » »
N

Ohyd“’P]Iﬂil: y f‘ \r)u Z_LO
- e il Deux glycophorines ", @ o

@ hydrophilic: positive charge



Récepteur
adrenergique a 7
domaines
transmembranaires
(donc a 7 hélices alpha)

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

Stryer, p 227
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2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
e
fonctionnelle

2.1. Mise en évidence de la présence et des fonctions des protéines

Par l'utilisation d’ovocytes de Xénope (étude des canaux ioniques) a
EtUd,e_ fonctionnelle .d Hie Plasmidel ane, . ™ Transcription in vitro {:6}
protéine membranaire Interet 3 {68
ARN ———_
= Pour étudier spécifiquement la fonction d’une protéine, on ¥
peut :
Xenopus laevis Defoliated Micro-injection of
Frog oocytes ¢RNA or solute

» faire exprimer la protéine dans un ovocyte de
Xénope

v’ (ex: études des canaux ioniques ou des
transporteurs)

T

> Intégrer la protéine a un liposome

=3
Protein
Phospholipid ‘ ‘

translation
syer =088 "/
& { ‘.\.........' Protein Monitor influx or Incubation to allow Qocyte poclatin
ML > efflux transport solute transport
.. ) -
ovocytes de Xenope = peu de canaux
P L)
== == endogénes et de grande taille = bon
$727 e o

systeme d’étude pour des transporteurs

0}
N )
.l"-”' N’
0
COO000
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2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
S

2.1. Mise en évidence de la présence et des fonctions des protéines
Par Putilisation d’une protéine rapporteur (fusion de géne) B

L)
.

Prérequis : connaitre le profil

d’hydrophobicité {éé}
=> |dentification de domaines

extra-membranaires

9 9 0 oD 9 -
Objectifs : identifier quels domaines
extra membranaires sont intra vs

extracellulaires

Périplasme

Principe : associer une protéine S

rapporteur, la PA (phosphatase

alcaline) a différents segments de la

protéine d’'intérét au preéalable

identifiés comme étant extra
\membranaires

Cytoplasme

Utilisation d'une protéine « rapporteur » (in Shechter, Dunod, 2000)
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5
2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation fonctionnelle

2.2. La répartition des protéines est asymétrique
Protéine extracellulaire
D)

Extracellulaire

o
o

Intracellulaire

wu gy

Ex : ankyrine,
phospholipase C,

Ex : Récepteur a

Un segment
Protéine cytosolique

transmembranaire (ex- 'acétylcholine,
intégrine) aquaporine, adénylyl Ex : protéine G cytochrome C
cyclase
| I )\ )
|| ! [
Protéines extrinséques non

Protéines extrinseques

ancrées (liaisons covalentes) ancrées (liaisons faibles)

Protéines intrinseques

Les modes d’associations possibles des protéines a la bicouche lipidique (S. Dalaine)
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2. Les protéines membranaires sont K

2.3. Bilan :la diversité des fonctions de la

membrane est due a la diversité des fonctions des synthase

protéines membranaires > Les échanges : transporteurs, canaux ioniques

- : d’adhérence
Milieu extracellulaire

Roles des protéines membranaires :
responsables de la spécialisation fonctionnelle| > Lacommunication :récepteur aux hormones,

Les interactions mécaniques : protéines

protéines G, marqueurs de I'identité cellulaire
» Le métabolisme : enzymes comme 'ATP

\

w,

Fibrille extracellulaire

N N W g
TR P e o | L, ATy
|G Rl

"""" oca”a'é N N <
Hétérolipid * N/ Signal
eterolipide . . A O g <:>}

Cystoquelette Cytosol <’,:{>

>
GchoéVx

Mouvements
des protéines et lipides

Organisation fonctionnelle de la membrane (Segarra, 2014)

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE
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I
La cytochrome c oxydase de la From NADH
chaine mitochondriale: protéine Intermembrane space oA ) oyt

o = . (exoplasmic)
extrinseque non ancree an

4+

4H*\ 2¢€
Matrix =~
(cytosolic) 20’ 120,+2H* H,0 2H*

NADH NAD* + H*
Cf SV-E-2 NADH-CoQ reductase CoQH,~cytochrome ¢ Cytochrome coxidase
(complex 1) reductase (complex Ill) (complex IV)
:::r:u::r.lc:; Biology, Sixth Edition

© 2008 W. H. Freeman and Company

I 2 H*
- Espace

intermembranaire

Membrane
mitochondriale
interne
/\7
ATP- matrice
SZUNENS
NADH, H+ NAD* Succinate Fumarate Vs O+ 2 H* H,0

ADP +Pi  ATP

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
3. Approche thermodynamique des échanges individuels
4. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

5. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

4. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

|. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A.Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : 'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L'exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET
ASYMETRIQUES

A. LES MEMBRANES SONT DES MOSAIQUES MOLECULAIRES E&

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

Glycoproteine Glycoprotéine Protéoglycane
transmembranaire adsorbée

. - transmembranaire
= Glycocalyx: Mise en évidence par

immunomarquage : R
» oses ou des oligosides
) Couche
?ttaches de facon covalente glucidique
a des lipides (glycolipides)
ou des protéines
(glycoprotéines) - lycolipid
» uniquement sur la face
Bicouche
externe de la membrane o
i lipidique
plasmique

CYTOSOL

Modéle du glycocalyx
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[
. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET
ASYMETRIQUES

A. LES MEMBRANES SONT DES MOSAIQUES MOLECULAIRES

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

Glycoprotéine Glycoprotéine Protéoglycane
GI?'cocaIyx— ensemble des oses et transmembranaire sdlsotbie PR
osides de la face externe

> Moins de 10% de la masse de la © - sugar residue

membrane
> Impliqué dans la reconnaissance ~Couche
cellulaire glucidique
Ex: marqueurs des groupes sanguins
» maintenir a distance les objets
étrangers = lycolipid
» Protection des agressions
mécaniques et chimiques Bicouche
» roles spécifiques de lipidique
reconnaissance et de
communication
Ex :interaction spermatozoide (béta 1,4 - -

galactosyltransférase) — ovule (ZP3), CYTOSOL
coagulation sanguine

Modéle du glycocalyx
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
3. Approche thermodynamique des échanges individuels
4. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

5. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

4. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques
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B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A.Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : 'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L'exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET

ASYMETRIQUES

A.LES MEMBRANES SONT DES MOSAIQUES MOLECULAIRES

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique

Glycocalyx:

> Glucides attachés aux
molécules
intrinseques de la
membrane

> Glucides des
glycoprotéines et des
protéoglycanes
sécrétés dans I'espace
extracellulaire (MEC)

= limite entre membrane
plasmique et MEC
difficile a définir

ENCPB- BCPSTI- STEPHANIE DALAINE

chondroitin sulfate

o

transmembrane
protein complex

Q/ \

’]I\.n\ imineglycane

7 proteoglycan

nodes of
. a glycocalyx chain

A chondroitin sulfate-
proteoglycan (versican)

00
hyaluronan bond

s;"

hyaloadgerin

coritical
cytoskeleton

nucleus

endothelium

La frontiere entre membrane plasmique (et donc glycocalyx) et
matrice extracellulaire est difficile a identifier

saccharic
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
3. Approche thermodynamique des échanges individuels
4. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

5. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

4. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques
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B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

|. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A.Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : 'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L'exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET

ASYMETRIQUES
A. LES MEMBRANES SONT DES MOSAIQUES MOLECULAIRES
5. Bilan sur la composition de la membrane: une mosaique

Mosaique = édifice multimoléculaire, stabilisé par des liaisons
faibles

Analyse chimique, % massique :
= 42% lipides

= 50% proteines

= 8% glucides

% % % massiques et non % de proportions relatives....!!!
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y Les apports de la microscopie électronique |
>

Au milieu du xxe siecle, les observations de micros-
copie électronique a transmission (B) précisent les
modeles précédents.

N e ) milieu ik
En 1972, Singer et Nicholson ont I'idée de comparer LR AT PN extracellulaire {8
la surface de vésicules lipidiques artificielles (B) et i ety =Y Ty [riche en eau]
celles de la surface de véritables cellules (@ et ). AT : Vi T

Grace a leurs observations réalisées au microscope
électronique a balayage, ils proposent alors un nou-
veau modele, dans lequel les protéines sont disper-
sées et insérées dans la membrane plasmique.

Limites de

A R S e iy I’electronographie:

E) Observation au MET d’'une membrane plasmique. observation de cellules

mortes

= Impossible de mettre
en évidence une
éventuelle fluidité

Certaines protéines traverseraient la membrane,

alors que d'autres y sont simplement incluses, d’un
coté ou de l'autre.

[ Observation au MEB de la surface [3 Observation au MEB de la ) Observation au MEB d'une
d'une vésicule lipidique artificielle membrane plasmique d'une membrane plasmique (vue de
(grossissement x 80 000). cellule (grossissement x 50 000). détail, grossissement x 75 000). 1ES Bordas ed 2019, p59

. 48
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
3. Approche thermodynamique des échanges individuels
4. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

5. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

4. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques
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B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

|. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A.Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. U’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : 'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L'exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES
B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES

I. Mise en évidence de la mobilité latérale
expérience de Frye et Edidin, 1970

mouse cell & ‘

rhodamine-
labeled
membrane
protein

hiybrid cell

: CELL

fluorescein-
labeled
membrane
protein

INCUBATIOM
AT 37°C

tirme = 0 minutes time = 40 minutes
after cell fusion after cell fusion

human cell

E1995F GARLAHD PUBLIEHIMG

® Virus Sendai = augmente la fluidité membranaire, hétérocaryons de cellule murine vs humaine

= Au bout de 40 minutes, on observe que les fluorescences se sont mélangées et on n’observe plus de
secteurs. On peut donc conclure qu’il y a eu une redistribution des antigenes de surface donc une
diffusion des protéines a l'intérieur de la bicouche lipidique. Cette expérience montre que les
membranes biologiques sont fluides et permettent donc les mouvements latéraux des
protéines.

ENCPB- BCPSTI- STEPHANIE DALAINE http://www.bio.miami.edu/tom/courses/bil255/bil255goods/12_membrane.html|
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|. Mise en évidence de la mobilité latérale

Expérience de Frye et Edidin, 1970

Technique
d’immunofluorescence:

anticorps couplés a
deux fluorochromes
différents

FLUIDITE
MEMBRANAIRE
PERMET

MOUVEMENTS
LATERAUX DES
PROTEINES

Mise en évidence de la mobilité
des protéines
Expérience de Frye et Edidin, 1970
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La microscopie électronique a une résolution trés élevée mais ne permet que d’observer des cellules mortes. Les
membranes plasmiques étaient donc considérées comme des structures figées. En 1970, Larry Frye et Michael Eddin ont
voulu vérifier cette hypothése.

Anticorps reconnaissant
la protéine de souris

Cellule
de souris

Cellule
de souris

/
Protéines 0 L_,

membranaires

\ A

Cellule
humaine

Cellule
humaine

\ Anticorps reconnaissant
Y la protéine humaine

() Principe de l'expérience. La technique d'immunofluorescence est utilisée. Elle consiste a rendre fluorescent un anticorps
qui va se fixer sur une protéine spécifique. La fluorescence permettra ainsi de localiser la protéine d'intérét. Les chercheurs
ont ainsi marqué une protéine membranaire de souris en vert, et une protéine membranaire humaine en rouge (étape 1).
Les deux cellules sont ensuite fusionnées (étape 2). Aprés 40 minutes, la cellule hybride est observée.

D’aprés 1% enseignement scientifique lelivrescolaire, ed2019, p56
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. Mise en évidence de la mobilité latérale
Expérience de Frye et Edidin, 1970

Immunisation Y

Cellules tumorales

Parce que Sendai était

déja présent dans vos
cours de lycée sur les
. anticorps monoclonaux...

Formation
d'anticorps

™,

Hybridation %

Clonage m

culture

La production d’anticorps monoclonaux, de fagon simplifiée, consiste a faire produire des anticorps dirigés contre un
antigene par exemple par une souris, puis a récupérer les cellules productrices que I'on hybride avec des cellules
cancéreuses (pour bénéficier de leur capacité a se multiplier indéfiniment). De la sorte, les cellules obtenues produisent

de nombreux anticorps, tous identiques : des anticorps monoclonaux.
© |0ans-arronax
https.//www.pourlascience.fr/sd/medecine/covid-19-le-point-sur-les-traitements-21819.php
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|I. Mise en évidence de la mobilité latérale

Expérience de Frye et Edidin, 1970

-

, B: fluorescence fibroblaste |
A: fluorescence fibroblaste : :
! . humain (rhodamine
murin (fluorescéine verte)
. rouge)
. b
C: fluorescence juste
apres I'hybridation des
deux fibroblastes grace au

. virus Sendai

D-E: fluorescence a t= 20 min

F-G: fluorescence a t= 40 min

:'si ajout inhibiteu

d’ATP, déplacement
maintenu

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE
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1 _________________________
I.LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES

B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES

|I. Mise en évidence de la mobilité latérale

Expérience de FRAP. f?ff#? ?## - s é--—;
Fluorescence recovery after photobleaching l EE
23

Timo —

@@ " Pr;ncairquage fluorescent des ???:?;;i:;if?

rotéines membranaires
P bleached area

> Bleaching (= « blanchiment ») au laser j
d’une petite zone de la membrane

» Mesure de la fluorescence dans la : ? :: i: ; i:;i;f ‘

zone au cours du temps

Mise en évidence d’une fluidite
membranaire des protéines

Mise en évidence d’une diffusion et
evaluation de sa vitesse
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
3. Approche thermodynamique des échanges individuels
4. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

5. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

4. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques
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B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A.Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. U’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : 'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L'exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES {ob
B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES er

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

Mobilité des protéines
augmentée avec /1
T°C

Mobilité des protéines
sans apport
énergétique

Orientation des
protéines ne varie jamais
(pas de flip flop)

Plus une protéine est
petite plus elle se
déplace rapidement

’environnement induit 'emplacement
de certaines protéines (cf récepteurs
aux neuromeédiateurs)
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES
B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES

plasma membrans

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

° ” r re . e '-J'!:"H é
Modalités de déplacement des protéines PR L L f“;@l@
= les protéines peuvent se déplacer Ir"‘:“-“-“" |
relativement vite dans la bicouche, el motecite Inactive & protein
uniquement latéralement (pas de flip-
flo
P) finish e
= Deux types de déplacements : gt
> Mouvement passif, aléatoire lié a — e ' o gl
I'agitation moléculaire (=diffusion) Tracé du déplacement latéral 22 }%\LN
- plus la protéine est petite, plus aléatoire d’une protéine (via - -
elle se déplace vite marquage fluo) dans une membrane
(GTP
» Mouvement actif, orienté par des |

moteurs moléculaires liés, au
cytosquelette

Protéines transmembranaires

= Role : Pour certaines protéines, ces | -
: 2 1 > — — -
déplacements sont nécessaires a leur - 3 i
. .’r
fonction (ex: protéine G, cytochrome C...) l I, i
effector activation

Importance des déplacements
latéraux pour le fonctionnement des
protéines G

Déplacement latéral de protéines
membranaires, orienté par des
moteurs moléculaires
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES

B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES \&

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

_. > OO0
LES DIFFERENTS MOUVEMENTS Rapid
S &
diffusion latérale M M
Lateral diffusion
flip-flop
plus rare _
i l l Very slow [ \ ‘ ]
rotation ——
(Vuibert, 2017)
= Flip-flop des lipides % M
» Dans le RE : T diffusi
» trés lent = catalysé par 3 types de protéines rﬂmppin;;m

transmembranaires
> Role dans 'asymétrie des lipides membranaires

Figure 12.15 Lipid movement in
membranes. Lateral diffusion of lipids is
much more rapid than transverse diffusion

TOUS CES MOUVEMENTS => ° (fip-flopping).
, MEMBRANE PLASTIQUE S
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES
B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES

Protéines permettant le flip-flop

milieu extracellulaire

floppase scramblase

feuillet
extracellulaire

feuillet
cytosolique

ATP ADP ATP ADP ATP ADP
+ + +
Pi Pi Pi
cytosol
. sterol .
phosphatidylsérine lasti divers phospholipides,
ﬁ phosphatidyléthanolamine § phosphatidylcholine Egi:;:; e dont la pﬁnspﬁatidylsérine

Figure 10 - Flippases, floppases et scramblases realisent des flip-flops de lipides membranaires

Ces flips-flops sont directionnels et couple a I'hydrolyse d’ATP, ou non directionnels.

Auteur : Mehdi Doumane : Importance dans I'asymétrie des
Licence : CC-BY-NC-SA " lipides membranaires (PS, PE,

https://planet-vie.ens.fr/thematiques/cellules-et-molecules/membranes/les-membranes-biologiques-des-structures-dynamiques PC... )
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES
B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES \{&

Température et fluidité membranaire

Bl

Gel-like consistency

Heat

Fluidlike consistency

Lodish, 2008
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ﬁ:haleur \

= N\ du recouvrement des
chaines aliphatiques

= \ des interactions VdWV entre
les ag

= /7 fluidité membranaire
@ \ épaisseur membranaire /

A FIGURE 5-7 Gel and fluid forms of the phospholipid
bilayer. (/op) Depiction of gel-to-fluid transition. Phospholipids
with long saturated fatty acyl chains tend to assemble into a
highly ordered, gel-like bilayer in which there is little overlap of
the nonpolar tails in the two leaflets. Heal disorders the nonpolar
tails and induces a transition from a gel to a fluid within a
temperature range of only a few degrees. As the chains become
disordered, the bilayer also decreases in thickness. (Bottomn)
Muolecular models of phospholipid monolayers in gel and fluid
states, as determined by molecular dynamics calculations.
[Battom based on H. Hefler el al., 1993, J Phys. Chem. 97:8343 ]
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Role du cholestérol dans la fluidité membranaire @@

A Fluidité membranaire ssi

?'% %M? N Fluidité membranaire ssi
: - ag saturés, T°C froide
: £33

ag insaturés, T°C chaude

LES VARIATIONS DE LA FLUIDITE MEMBRANAIRE

-
Le cholestérol a donc un

Forte Faibl Trés fai idité
ible rés faible Forte effet tampon sur fluidité

J 0 BB T TR
Y TEuA |BEdE A4 4

Acide gras
insaturé Cholestérol ;aturé

Fluidité
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léegende
glycérophospholipide (ag saturés)

7,59nm

glycérophospholipide (ag sature et un ag insatureé
conformation Z)

- cholestérol (amphiphile)

e . . ¢ cholestérol,

température — liaison faible de Van der Waals (0,3 a 10 kJ.mol-1)
O phosphatydilsérine
O phosphatydiléthanolamine

O phosphatydilcholine
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES

B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES
2. Importance biologique de la fluidité membranaire

Effet de la composition en différents glycérophospholipides sur la fluidité

des hémi membranes

K Si bicouche exclusivement formée de SM\
alors plus épaisse que si formée de PC
= Cholestérol dans bicouche PC
» augmentation de I'épaisseur par
encombrement stérique
= PE forme conique vs PC forme
cylindrique

\ » courbure possible de la membrany

A FIGURE 5-8 Effect of lipid composition on bilayer
thickness and curvature. (a) A pure sphingomyelin (SM) bilayer
is thicker than one formed from a phosphoglyceride such as
phosphatidylcholine (PC). Cholesterol has a lipid-ordering effect
on phosphoglyceride bilayers that increases their thickness but
does not affect the thickness of the more ordered SM bilayer.
(b) Phospholipids such as PC have a cylindrical shape and form
more or less flat monolayers, whereas those with smaller head
groups such as phosphatidylethanolamine (PE) have a conical
shape. (c) A bilayer enriched with PC in the exoplasmic leaflet
and with PE in the cytosolic face, as in many plasma
membranes, would have a natural curvature. [Adapted from

H. Sprong et al., 2001, Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2:504.]
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I. LES MEMBRANES CELLULAIRES, DES BICOUCHES FLUIDES ET ASYMETRIQUES @
B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES \&!
2. Importance biologique de la fluidité membranaire et

T>Tfuson < Ttusion

Bilan sur la fluidité membranaire

La température avec seuil
critique (point de fusion)

La saturation des AG

Unsaturated hydrocarbon tails with kinks Saturated hydrocarbon tails
Effet de la saturation des AG sur la Effet du cholestérol sur la
structure de la membrane  Fluidité structure de la membrane
Forte Faible Trés faible Forte

Lo cholestéro A0S AR AR08 19AR
YU |BEMEREL Y

Aade gras Acide gras
insaturé Cholestér ol saturé

Effet du cholestérol et de la saturation des acides gras sur la fluidité membranaire (vuier, 2017)



[
Tracé du déplacement latéral d’un lipide (via marquage
fluo) dans une biomembrane (A) et dans un liposome (B)
Chaque couleur indique un compartiment différent (réel en
A, ou fictif en B)

] |
B- LES MEMBRANES SONT

DES STRUCTURES FLUIDES b
ET DYNAMIQUES

1 i,
2. Importance biologique de la _ Lumiére
fluidité membranaire Pole apical «— Protéine A
Les restrictions au sein de cette Jonction étanche
fluidité membranaire
Protéine B
* Le déplacement des biomolécules membranaires Membrane
n’est pas complétement libre plasmique basale
Péle basal — Prowinec
= |l est contraint par des domaines membranaires définis par les | I A 2l J  Membrane basale
protéines membranaires elles-mémes. les jonctions étanches empéchent la diffusion latérale des

protéines membranaires dans les cellules épithéliales
= Modalités de controle de la diffusion des protéines :
» Restriction de diffusion dans un espace délimité par le cytosquelette ou des
protéines membranaires (cf. A et E)
> Immobilisation par le cytosquelette ou des protéines membranaires (cf. B
et D)
> Immobilisation par des composants extracellulaires (cf. F)

= Intéret:
» Polarisation des cellules
» Etanchéité des tissus
» Ancrage et adhérence cellulaires

Viodalites
des protéines dans une membrane
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B- LES MEMBRANES SONT DES STRUCTURES FLUIDES ET DYNAMIQUES

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

Les radeaux lipidiques forment des structures cohérentes en mouvements latéraux au

sein de la membrane
= Au sein de la membrane, des microdomaines
lipidiques rigides et compacts s’organisent
spontanément ( 30 a 70 nm) — rafts

e o &e (A) L1 @ L1
lipidiques g e
% PC+% SM 1/3PC+1/3 SM Topographie de la surface d’un
+1/3 cholestérol liposome (par AFM)
= Ces propriétés physiques sont dues a la Organisation des lipides a la surface de liposomes

en fonction de leur composition biochimique

Raft, enriched in
sphingolipids, cholesterol

composition biochimique particuliere et
asymétrique des rafts

~ Riche en AG saturé et en certaines _ L
protéines (Ex: récepteurs a 'insuline) ' S
» Feuillet externe riche en SM, cholestérol, ’ __/"’
protéines a ancre GPI Cholesterol /' GPl-anchored
(Glycosylphosphatidylinositol = glycolipide) Outside | N\ J peoken
> Feuillet interne riche glycérophospholipide et ' > d ol s | e e v s f e
en protéines associées a des lipides ¥ }t;
= Role :les rafts lipidiques seraient impliqués dans la N NG ool 'l r 3k iz 2 Wi
\ ; ; )
signalisation cellulaire et le transport de | "5) Acyl gfoups no—
protéines. Perlied  mytiony _) E;Jl:::d
Modéle de la structure protein

protein
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2. Importance biologique de la fluidité
membranaire

Les radeaux lipidiques sont considérés

Les radeaux lipidiques (Lodish, 2008) comme des phases liquides ordonnées

GM1 pLap Raft

(a)
Cholera toxin ¢
_ AntibodiesY N
a Eopatc?n
(b) TR
} Cholera toxin {
—f Antibodies Y —_— —
3 \ ‘ | & _—
s

Separate patches

GM | (glycosphingolipide) et PLAP (phosphatase alcaline) sont dans le méme radeau, mais TfR
(récepteur a la transferrine), tombe a l'eau...
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2. Importance biologique de la fluidité membranaire
Les radeaux lipidiques forment des structures cohérentes en mouvements latéxigix
au sein de la membrane

ﬁComposition biochimique\

-

particuliere et asymétrique
des rafts
» Riche en AG saturé et
en certaines protéines
» Feuillet externe riche en
SM, cholestérol,
protéines a ancre GPI
» Feudillet interne riche
glycérophospholipide et
en protéines associées a

des lipides
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radeau hipidique

protéine ayant un long
domaine transmembranaire

cholestérol

CYTOSOL
AR PO BRI (R AL R
{‘r TN AR I O A

] ‘ 1.‘ \1* 1' ‘HJ.; "\t ;}} ’?“ l J
@

glycolipide N ,W*E: :, -

protéine ayant un court

— protéine domaine transmembranaire

ancrée GPI

Figure 1 — Schéma de radeau lipidique ou « raft », et des molécules qui
sont supposées s’y regrouper préférentiellement. D’aprés le livre de
B. Alberts et al., Molecular biology of the cell (Garland Publishing, New

York, 2002).

Radeaux lipidiques, plateformes de tri et de signalisation protéique
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BILAN PARTIE I

MOSAIQUE MOLECULAIRE
(a) (b) e s
protéines lipides

W fibrille de collagéne !—m — e

= - hospholipide
% n % extrinséque g Shah .
03 93 p2e poickic ° cholestérol
- 4 > {, hémimembrane mtnnseq_ue A
<O TR oxteme _ ~'05tde associé a une
= é {3‘7*1‘*"* =~ glucide protéine (= glycoprotéine)

5 ou a un lipide (= glycolipide)
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R e RZHL. e -+ mouvements moléculaires ;
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i: -li..i'I.::::::_"'.: j ¥
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w
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liaison covalente

CYTOSOL

filament du cytosqueletie protéine de liaison

i hémimembrane . laisons faibles assurant la cohésion
(actine)

interme w  de 'édifice membranaire

Schéma bilan de la membrane plasmique

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE 69



Technigue WMET

Observations/

modéle R ——
structure
tripartite

s Hydrophobicité

Propriétés (centrale)

Organisation

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

MEP

/\_,‘

structure
particulaire

Hétérogénéité
(mosaidque)

FRAP Test de perméabilité
Profil 'hydrophobicité
Iwmmunomarduage
Protéines rappporteurs

Fluidité Nature et propriétés
AGSAGL, tholestérol des protéines
membranaires

et propriétés des membraves cellulaires

S. Dalaine
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o

S. Dalaine

La membrane plasmique, bicouche lipidique riche en protéines, modéle de la mosaique fluide
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fibre de la MEC )

Glycocalyx K+ hydraté

La membrave: une bicouche lipidique avec des
protéines, modéle de la mosaique fluide

S. Dalaine
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de 'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels
3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

4. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

|. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. U’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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1. LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES CONCERNENT LES PETITES
MOLECULES

A.LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES PASSIFS SONT SPONTANES =

EXERGONIQUES

Diffusion

Diffusion® (n.f.) : Déplacement spontané de

molécules selon leur gradient® de concentration.

La diffusion résulte de I’agitation moléculaire

C’est un phénomene spontané (au sens
thermodynamique)
—> sans consommation d’énergie

La diffusion permet au systeme étudié de tendre

vers I’équilibre thermodynamique
— homogénéisation

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

9. Diffusion

Cold Water Hot Water

Mise en évidence expérimentale

L'agitation moléculaire (modélisation) 74



1 _____________________________________» ____________________________________|
Il. LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES CONCERNENT LES PETITES MOLECULES
A.LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES PASSIFS SONT SPONTANES = EXERGONIQUES

. La diffusion simple de I’eau et la diffusion facilitée par les aquaporines

|I.1. Mise en évidence expérimentale de mouvements d’eau

Si concentration en solutés du milieu extérieur < a celle de la cellule
— |'eau pénetre dans la cellule

— la cellule est dite turgescente.

— Le milieu extérieur est dit hypotonique.

Si concentration en solutés du milieu extérieur > a celle de la
cellule

— |'eau sort de la cellule
— La cellule est dite plasmolysée.

— Le milieu extérieur est dit hypertonique.

Quand les 2 concentrations sont égales, les milieux sont dits

) isotoniques.

A - - 20 pm

Cellules d'épiderme d'oignon De la turgescence a la plasmolyse.Vidéo de cellules d'oignon rouge au microscope x400 - Sciences &
TeCWPOE?égTI STEPHANIE DALAINE 75




plasmodesme

meat

Paroi pectocellulosique

membrane plasmique

vacuole

Milieu hypertonique: cellule en plamsolyse Milieu hypotonique: cellule en turgescence

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE
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Il. LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES CONCERNENT LES PETITES MOLECULES
A.LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES PASSIFS SONT SPONTANES = EXERGONIQUES
e e —

|. La diffusion simple de I’eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
I.l1. Mise en évidence expérimentale de mouvements d’eau B

Yy milieu
[NaCl]ext en g.L-'

hémoglobine
en solution

N° des tubes 0
>

Forme des cellules

(MEB)
<
Etat des cellules hémolyse turgescence plasmolyse
e \
Interprétation ( | *
des flux d’eau N
< > < > < »  Cellule animale:

Milieu extracellulaire hypotonique isotonique hypertonique B R
Comparaison des et Wy milieu >y cell Wwymilieu =ycell Py milieu <y cell
flux net d’eau Flux entrant Flux net =0 Flux sortant

FNCPE-BCEPSTI STEPHANIE DALAINE Potentiel hydrique de cellules animales (hématies)



- 7
. La diffusion simple de I’eau et la diffusion facilitée par les aquaporines

1.2. Définition et utilisation du potentiel hydrique pour déterminer la pression|{c}

osmotique d’une cellule

* Le potentiel hydrique permet de déterminer le sens des déplacements d’eau
= |l est équivalent a une pression = unité : Pa

Potentiel de gravité

Potentiel hydrique II} _— = ¢ = = , i ,
(Pa) - H II)S P m g *\_ Dépend de la position de I'eau

/4 dans le champ gravitationnel (Pa)

Potentiel osmotique Potint(:;el dtet|?ressmn Potentiel matriciel
Dépend de la concentration ycrostatique Dépend des forces de rétention

, Dépend de la pression . .
en solutés (Pa) exercées par la matrice (forces

s = —m hyc,lrostathue eXercee par - Jimbibition et de capillarité) (Pa)
I'eau (Pa)= P pression

mécanique exercée par la
Yy = YPs+ YPp paroi

17 : Pression osmotique
¢H ~-m+P P : Pression mécanique exercée par la paroi

* Eaupure:yy; =0
—> Les potentiels hydriques sont toujours < 0

* Leau se déplace toujours selon les
solutés par litre (osmomol.L!) potentiels hydriqu’es décroissants

'R-T-Cosm P-P... P : pression recue par I'eau du systéme (Pa) — mouvement spontané

/ P.cm : Pression atmosphérique (Pa)

C, :osmolarité = quantité de particules de

| L= 103 m3 78




e
. La diffusion simple de I’eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
1.2. Définition et utilisation du potentiel hydrique pour déterminer la pression

osmotique d’une cellule

’osmolarité ou concentration

1/)5 = — T = - R°T°Cosm osmolaire Cosm est le nombre de
particules de soluté par unité de volume

1) Quelle est Posmolarité d’une solution a | M de glucose ?
DONNEES
2) Quelle est 'osmolarité d’une solutiona | M de NaCl? R =8,314 ).mol"'.K-!
T=37°C
3) Quel est le potentiel osmotique de la solution a | M de
glucose ?
(3) II)S = - R‘T'(:osm'IO3 Kelvi
(1) C.., = | osmollL! /
=-8314x310x | x 10?
2  C... =2 osmolL! =-2576 100Fa
=-2,6 MPa
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Osmose

I e —

Définition de 'osmose : diffusion des molécules d’eau a travers une membrane a perméabilité sélective, selon le gradient
de potentiel hydrique = dans le sens des potentiels hydriques décroissants = du Yy le moins négatif vers le Yy le plus
négatif. En effet, plus une solution possede de solutés dissous, plus la pression osmotique est élevée et donc plus  est négatif.

P milieu

[saccharose] _

—p > < >

Potentiel hydrique de hypotonique isotonique hypertonique
cellules végétales Flux entrant Flux = 0 Flux sortant
(pomme de terre)

< > < >
turgescence plasmolyse

. b

Cellule végétale :

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE




|I. La diffusion simple de I’eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
1.2. Définition et utilisation du potentiel hydrique pour déterminer la pression

osmotique d’une cellule

Osmose

plasmalemme

paroi

plasmodesme

Vacuole riche
en pigments

—_— : C)’tOSO|

Cellule turgescente Cellule plasmolysée

Schéma des flux d’eau au sein d’une cellule végétale placée dans un milieu hypotonique (gauche) et hypertonique (droite)

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE 8l



|I. La diffusion simple de I’eau et la diffusion facilitée par les aquaporines

1.2. Définition et utilisation du potentiel hydrique pour déterminer la pression

osmotique d’une cellule

Osmose

Cellule dans une solution
hypotonique (eau distillée

@@

Plasmolyse limite:la cellule Cellule dans une solution de

saccharose a 0,4 mol. L'

turgescente est placée dans un
milieu isotonique

par ex)
Cellule Milieu
turgescente
P = 0,4 MPa P =0MPa
—m = —0,7 MPa —m = 0 MPa
Yy = —0,3 MPa Yy = 0MPa

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

Cellule flasque Milieu Cellule plasmolysée Milieu
P = 0MPa P = 0MPa P = 0MPa P = 0MPa
—n = —0,7MPa —n = —0,7 MPa - = —0,7MPa - = —09 MPa

Yy = —07MPa Yy =—0,7 MPa Yy = —0,7 MPa

[ Retrouvez la valeur du potentiel osmotique du

milieu a 0,4 M de saccharose a 20°C
)




Cas d’une cellule animale : démonstration . .
Milieu Bicouche Milieu

extracellulaire intracellulaire

lipidique
— , , ® @
MYy permet de déterminer le sens des déplacements d’eau : PY o ©®
® O
APy 7 = YPy- Y, ° o
®
®

APy = (Wsy + YPpy) - (Ys, + Pp))
AP o = (s, - Ps)) + (Ypy - Yp)) E:;;‘::adr:zzu

APy 152 = Mg A, SiC,....-C.,...,,>0
Alors A1, < 0

Pour une cellule animale,on a Yp=0

A"I}HI—)Z ~ - R.T. (Cost - Cosml)’ 10° + (P/PI)
A ¢H I»2 = - cte (Cost -G

—> Flux d’eau spontané entrant

Si C C <0
Alors A1, > 0

osm2 -~ “osml

osml)

—> Flux d’eau spontané sortant
ENCPB- BCPSTI- STEPHANIE DALAINE



Solution hypertonique et nez bouché .
YP 9 Produits contre la

secheresse oculaire
= Comment ¢a marche ?

= C’est une solution a 22g/L de sels soit 2,2 %
(moins que la mer : 35 g/L) donc
hypertonique (rappel : 0,9 % serait
isotonique).

» Elle provoque donc une sortie d’eau des
cellules.

» Leau va diluer le mucus nasal qui devient
plus fluide et s’écoule : le nez se débouche !

Et le sérum
NA‘ "'% physiologique?

S ‘I \
| Isotonique! 2
" - .". i ‘

= Ce sont des solutions hypotoniques :
I'eau de la solution pénetre dans les
cellules oculaires et les réhydrate.

Mgt Vit ,
ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE
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1. LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES CONCERNENT LES PETITES MOLECULES /
A.LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES PASSIFS SONT SPONTANES = EXERGONIQUES‘ y

|. La diffusion simple de I’eau et la diffusion facilitée par les aquaporines

1.3. La diffusion de I’eau peut étre facilitée par les aquaporines

= Eau = molécule polaire or eau traverse les membranes biologiques aisément...

= certaines membranes comme celle des hématies ou celle des cellules du tube
proximal du néphron montrent une grande perméabilité a ’eau

* Etude de la vessie de Grenouille: Les amphibiens récuperent de I’eau au niveau de leur

vessie (— vers le sang ensuite).

']
L | . vy
» Des mesures montrent que le flux d’eau est supérieur a celui attendu : ,.’,/;/
par simple osmose

» hyp :il existe un mécanisme supplémentaire de passage de I'’eau
, , . ,
* Lobservation par cryodécapage de la membrane plasmique au :

» l'existence de protéines intramembranaires

> la stimulation par ’ADH (hormone antidiurétique) provoque la formation
d’agrégat de protéines membranaires

» la perméabilité a I'eau est proportionnelle au nombre d’agrégats de protéines

membranaires .
ENCPB- BCPST - STEPHANIE DALAINE




1.3. La diffusion de ’eau peut étre facilitée par les aquaporines <
Protocole et résultats e B

de l'expérience ; ene Transcription m_—

Découverte des aquaporines ue«a Plasmldel ancer® i viro » ARNra——

Microinjection

= Expérience d’Agre, 1992 (Nobel 2003): d’ARNm
Expression d’AQPI en ovocytes,
Xénope -
ovocytes ¥ 48h-72h

» Obtention ’ARNmM d’aquaporine (AQPI) par

transcription in vitro Transfert d’une solution M%
> Injection des ARNm d’aquaporine dans des isotonique (0,ImM) a - L= vanstin
, hypotonique (0,035mM)
ovocytes de Xénope

Protein

—> Choc hypo-osmotique localizsiion

> Transfert vers un milieu hypotonique
Choc hypo-osmotique Temps aprés transfert en milieu hypotonigue

—> Test de perméabilité

1,5 min_

Rem :les ovocytes de Xénope ne sont pas (peu) perméables a
I’eau = pas de transporteur d’eau

En effet, comme ils sont pondus dans I'eau douce, ils
« exploseraient ».

_ — .:‘i ’ i
échanges transmembranaires d’eau ' ‘

-> Les aquaporines permettent les

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE Témoin




.
1.3. La diffusion de ’eau peut étre facilitée par les aquaporines

~+  Structure des aquaporines AQPI.
_Incorporation de 'AQP| dans un
g protéoliposome puis cryofracture et
y observation au MET

Structure

= Les aquaporines forment

des tétrameres 4 o~
\ 3 i Modéle d’organisation
. o " de I'aquaporine

* Chaque monomere est constitué de :
» 6 hélices alpha transmembranaires
» Une boucle formée de 2 séquences
NPA (Asn, Pro,Ala) lipid

bilayer

Exterior

Cytosol

* Les hélices alpha d’'un monomere NH;* coo-

forment un pore (@ =2 nm)
» Les AA tournés vers le pore sont (A
hydrophiles '.
—> Canal hydrophile
—> Transport d’eau

Face extracellulaire

[ ]

r).. )

- Les aquaporines sont des

Face cytosolique C ter

ﬂﬂuﬁuoﬂﬂ
B
=]

rive

canaux a eau

o

o Modéle d’organisation d’'un monomere
8) water molecule
87



1.3.La diffusion de I
Col de restriction

eau peut étre facilitée par les aquaporines
Vestibule

. Passage de 'eau H* C
Fonctionnement  jans fe pore, en [y ©-o=o—1
[ lécul -y b
files de molécules : i@ @ S
* Leau passe dans le pore sous la forme ?ﬁmm : O 0m0—C
] - - N
d’une file de molécules d’eau g ° > ¢ ) 3
. s 2 =
alignées. ol Ty . O-omo=€{
> Les AA hydrophiles orientés vers le centre p = o : H—NZ Asn
.. o s water molecule { = ™ N
pore forment des liaisons H transitoires avec O, y
, : : | o “H —N_ Asn
I'eau (via groupement carbonyl et amide) oo Y =y - .
~ Stabilisation et alignement des molécules Size & Y : @-ono=g£g
restriction ~CL P
» Les Asn des boucles NPA au milieu du canal \ A B onO=gC
» \S ’ ’ 1804 )@\’ . J O o O=—1 4
mobilise une molécule d’eau BNl ] Cecrostate - -
—> polarisation de toute la file d’eau R (o N - om0=C
e " :
. r - reorien
* Le pore est imperméable a H* *-
» Lorganisation des molécules d’eau alignées () (D)

et liées par liaisons H bloque le passage de
H* (# eau libre)

“ Le pore est imperméable aux ions
hydratés (trop gros)

= Transport par diffusion, dans le sens des 1), décroissants

(C) Transfert de H+ dans l'eau libre
(D) Interactions entre I'eau et les AA
hydrophile du pore; blocage des H*

Vitesse de transport : 10° molécules
d’eau par sec et par AQP (tétramere)
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Il. LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES CONCERNENT LES PETITES MOLECULES
A.LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES PASSIFS SONT SPONTANES = EXERGONIQUES

. La diffusion simple de I’eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
Bilan

\

* Les AQP sont spécifiques a I'eau
* Transport d’eau dans un sens ou dans
lautre, par diffusion selon le "\
gradient de potentiel hydrique N .° Ve
* Plus de 200 aquaporines différentes, \) <O w o %
K des plantes aux animaux ) " AT [Na+]

Aquaporine H20 | =

' Cter mec
g@i@ ¥
O ) 4
- 2 mic

Elles interviennent dans
I'approvisionnement en eau des cellules,
dans les processus de turgescence donc de
croissance cellulaire des végétaux par ex.

6 hélices transmembranaires

VY, <0

r N

Régulation de la présence des aquaporines :
hormone antidiurétique
Phosphorylation

\_ y, Modeéle de fonctionnement d’une aquaporine (ex: cellule d’une vessie

de grenouille) (S. Dalaine)
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de 'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels
4. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

5. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

4. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

|. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. U’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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Il. LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES CONCERNENT LES PETITES MOLECULES
A.LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES PASSIFS SONT SPONTANES = EXERGONIQUES

2.Approche thermodynamique des =
échanges individuels €0, N2, 0
Smaill
Cloison mobile en téflon uncharged Ethanol
] "/‘f, m
Orifice o molecules 0
circulaire | H;0

Fenétre d’observation

|V NH,—C—NH, Water

'- - £ f U Urea
. ) k " Large
o ) . Glucose, fructose
' Application de la solution % ¢ molecules

de phosphatidylcholine { {
7 nm
A ] lons

I - variante Evolution de la membrane artificielle K%, Mgzi’ Ca, (EI_'
; ' HCO5~, HPO,
|
Charged
. .. , . Amino acids, ATP,
Dispositif expérimental e | b at
molecules glucose 6-phosphate,

proteins, nucleic acids

Pour qu’une molécule puisse traverser la

membrane, il faut que la membrane lui
soit Perméable Résultats (in Lodish 2008)
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Il. LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES CONCERNENT LES PETITES MOLECULES
A.LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES PASSIFS SONT SPONTANES = EXERGONIQUES
e e —

2. Approche thermodynamique des échanges individuels

2.1.Approche thermodynamique d’un échange de solutés chargés/~ ... = . . & ")

Introduction * pH=7,
= L’étude thermodynamique des échanges permet de déterminer : : -Fl:__ 598 K,
— Tatm

» Le sens de déplacement spontanément d’une molécule a la travers la |
e C=1 molL"' (pour

membrane cout Beules)
cr s ayr . g s . outes molécules
» La quantité d’énergie échangée (dissipée ou consommée) lors de ce . J

déplacement

* Pour étudier les aspects thermodynamiques d’un échange, on définit le potentiel électro-chimique

()

Rem : Des grandeurs dérivées de {i seront utilisées selon le type de molécule (ion, molécule non chargée)

i :potentiel . E :le potentiel
électrochimique L — ”0 + R.T.I“(Clco) + Z,F,E électrique
(en J.mol") (enV)

F : cte de Faraday
(96 500 C.mol'")

- Ho ;‘Pot.entlzl I R : cte des gaz parfaits
électrochimique dans les d -l : .
- q . (8,314 J.mol-' K-") C .concef\tratlon de z : charge de I'ion
conditions standard (cte qui T : |a température Iion o
dépend T, P, nature de la . P |L-! ctudie (avec le
(en Kelvin) (en mol.L-") signe + ou -)

molécule)
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2.1.Approche thermodynamique d’un échange de solutés chargés \{83

Bicouche
Compartiment | lipidique Compartiment 2

= |l existe un lien entre enthalpie libre et potentiel ® o
électrochimique (u). o © m o ©
o OIS o

= Clest la différence de potentiel électrochimique (A i) qui est

informative ® o, ®
Equation de Nernst

CI CZ
- AE
Variation
o’ L] ~ L] ~ ~ L} 2 \ - - .
d’enthalpie AG — A u — IJ. - u — RoToIn (_) + Zo F.(A E, AE E2 EI .
libre 12 2 ! C1 olp
(en Lmol) merrz:nr\z;;\alre
. F : cte de Farada
Différence de R :cte des gaz parfaits Rapport des (96 500 C.mol ) y
potentiel (8,3 I4J.mo’|".K") concentrations 2 : charge de I'ion '
électrochimique T:la temperature de l'ion studié (avec le
(en J.mol) (en Kelvin) (en mol L) signe + ou -)

v Si AG = 0 > pas de déplacement net> équilibre
v Si AG < 0 - déplacement spontané (qui libére de I'énergie) > diffusion
v" Si AG > 0 - déplacement non spontané (qui nécessite un apport d’énergie)
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2.1.Approche thermodynamique d’un échange de solutés chargés @@
Milieu Bicouche Milieu

; , s e s , extracellulaire lipidique intracellulaire
Déplacement d’un ion a travers la membrane dépend de (MEC) (MIC)

2 parametres = [
> énergie potentielle chimique N == l
> énergie potentielle électrique , Miliew -+ | Cellule
, . , électriquement | électriquement
» leurs effets peuvent s’ajouter ou s’annuler neutre I ' neutre
+ I
Ap ext Sint = R.T.In (Cext) + Z'F°(Eint - Eext) AE=E -E_,=-90 mV
| | l |
Energie potentielle Energie potentielle — cations
chimique électrique :
4 anions

Sens de déplacement hypothétique des
ions en fonction de I'énergie potentielle
électrique uniquement

= La bicouche lipidique est imperméable aux ions

“ Des protéines membranaires, appelées « canaux », permettent
le passage des ions a travers la membrane en fonction de A i
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Une cellule animale présente une concentration en Na* de 5 mmol/L tandis que le milieu
extracellulaire a une concentration de 150 mmol/L.

Le potentiel de membrane (= différence de potentiel électrique de part et d’autre de la membrane
plasmique = E, . — E ) est de - 90 mVolt.

La cellule est a 37°C.

|. Calculez A G’ et qualifiez la sortie (efflux) de sodium de la cellule.

int-> ext

A I'équilibre thermodynamique : AG’; i 50t = B M int _, ext

~ ~ ~ Cex
A H int _, ext “Hext = Hine = R.TIn ( t) + Z'I:’(Eex'c B Eint)

Cint

AN.A fLine  exe = 8,314 x (273 +37) x In (150/5) + | x 96 500 x 90.10°
Afine _ exe =t 17,5 kJ.mol!

ext —
La sortie (I’efflux) de Na* est donc endergonique (non spontané).



2.2. Approche thermodynamique d’un échange de solutés non chargés

Le déplacement d’'un soluté non chargé ne dépend que de
sa concentration = diffusion

ALy, RTI“( )"'ZF(
Ap s, =RTIn (=

Cependant, pour que la diffusion puisse se faire, il faut que la
membrane soit perméable au soluté

Or la bicouche lipidique est un peu perméable aux petites
molécules non chargées

Des protéines membranaires forment des voies de passage
pour les solutés = notion de transporteur
- diffusion facilitée

Bicouche
Compartiment | lipidique Compartiment 2

00—0

C C,

Bicouche
Compartiment | lipidique Compartiment 2



l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de 'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels
3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

4. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

|. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. U’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

3.1.Approche expérimentale @@

»

Flux (umol.s-')
|F|

Ce>Ci

T

> Globule rouge

[éthanol]

ext

Etude du flux d’éthanol radiomarqué au travers de la membrane d’hématies

Le flux entrant est proportionnel a la concentration en éthanol dans le milieu
extracellulaire. |l s’agit donc d’'un mécanisme de diffusion purement physique, non

saturable, a travers la bicouche lipidique.
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3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable @@
3.2. La diffusion simple est controlée par la loi de Fick c,=10 & C,=0
La loi de Fick permet de déterminer le flux net associé au o
transport d’'une molécules par diffusion, a travers une « barriere » ® o
. " ad
(ici : membrane). o @
.. ® v
Ce flux correspond a une quantité de molécules traversant la J
membrane par unité de temps (~débit) -
, : , AC
La loi de Fick donne : Gradient de [C] = —
* PLlintensité du flux (~vitesse) ©
= Le sens du flux = sens du gradient de [C] DIFFUSION

Surface de la
barriére (m?)

Difféerence de concentration

e S
Flux net de diffusion ] — D X — X AC — de part et d’autre de la

-1 -1
(g.s' ou mol.s') / membrane (g.m3 ou mol.m3)

Coefficient de diffusion
(dépend de la molécule, du milieu, des
interactions avec la barriére) (m2.s')

/w

Epaisseur de
la barriere (m)
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3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)
-/

3.2. La diffusion simple est controlée par la loi de Fick {3

Le coefficient de diffusion (D)

» Coeff de diffusion D ~ perméabilité

Phase de diffusion Gaz Liquide Solide
* D dépend surtout de I'état de la Ordre de grandeur de D (m2.s') 105 10" — |0 10-30

barriere (membrane
( ) Ordre de grandeur des coefficients de diffusion de différents milieux

* Or une membrane n’est ni liquide
. . o . acides amings,
ni solide 2 bicouche fluide glucose 6-P, | i 0,, CO,

+ 4- i ;
poreuse (les molécules se faufilent e L (e dincoss! | Bt 50 aeciutios
entre les lipides et les protéines) l

]

II‘-%’E’E 1p""B 1p_E : / P enms

bicouche
lipidique

* Pour les membranes
biologiques :
D~10-4-10-"'3m2s!

i
]

A

It !

="
“““““""‘I:::II
i
—
=
]

' Na*Cl™ K" glucose H,0. 0,, COy, membrane
' | Ir_nﬂléclultE}]S biologique
! | iposolubles

Les membranes biologiques sont . 1 L

- . impermeéabilité faible perméabilite  forte perméeabilite
plus perméables que les bicouches perméabilité moyenne
lipidiques
—> Roéle de protéines Comparaison de la perméabilité (P) d’'une bicouche lipidique et d'une membrane

biologique a différentes substances 00



3. La diffusion des solutés par diffusion J]=-D X S x AC &
simple (mécanisme non saturable) €

3.2. La diffusion simple est controlée par

. . = La différence de [C] est le moteur de la diffusion
la loi de Fick
Diffusion T quand AC T
La différence de [C] (ou de P) = Pour assurer une diffusion continue, il faut

= Pour une membrane donnée, AC est le seul entretenir cette différence de [C]

parametre susceptible de varier rapidement

Surface
Milieu (1) d’échange  Milieu (2)

Circulation
sanguine

‘ Tl T s
) . branchial ang riche  Sang pauvre
Convection AC . vaisseaux a0, sz Lamelle
4 sanguins ‘\
04 &
. Courant d'eau ! N &
> C,

Filaments

oo # Renouvellement de 'eau au niveau des branchies des

ry s Vé 1V1
téléostéens



l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de 'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels
3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

4. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques
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B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

|. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. U’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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4. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs {c

4.1. La diffusion facilitée repose sur un mécanisme saturable
Mise en évidence

= Les bicouches lipidiques sont peu perméables au glucose (petite molécule
polaire non chargée)

= On peut néanmoins mesurer la vitesse a laquelle le glucose les traverse.

> Si flux linéaire proportionnel a [glucose], alors diffusion simple ...
> ... mais

J (flux net entrant) Forme 3D du D-glucose
en mol.sec’!

y=ax+b

[D-glucose] en mol.L"!
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4. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée

(mécanisme saturable) : nécessité de transporteurs

4.1. La diffusion facilitée repose sur un mécanisme saturable

Mise en évidence Je!

Flux o

Flux facilite

Km Ce

Mesure du flux entrant (Je) de D-glucose en fonction de sa concentration a 'extérieur des
hématies en présence ou non de sels de mercure (agents dénaturant les protéines)
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4.1. La diffusion facilitée repose sur un mécanisme saturable B

Approche expérimentale Jo (flux de 7 4
glucose (1) Flux mesuré
entrant)
Flux calculé
7 e /4 N I —_ 2 -_—

“ Etude expérimentale des échanges de glucose a -, !max- gizfusi(or)]
travers la membrane plasmique des hématies : hyperbole facilitée =>
mesure du flux entrant de glucose pour différentes saturable
[glucose] dans le milieu extérieur :

Flux mesuré > Flux par diffusion simple e
2 droite linéaire
. o (v = ax +b) (2) Flux par
= Meéme expérience + sels de mercure (agent y-a 7 diffusion simple
dénaturant des protéines) ou analogue du glucose ' dans une
bicouche

—> Flux mesuré = Flux par diffusion simple

1 o lipidique
K [D-glucose],,.

m

= Meéme expérience + analogue du glucose (phlorizine) Mesure du flux entrant de D-glucose dans des hématies,
—> Flux mesuré = Flux par diffusion simple en fonction de [glucose].,,

)

2 Le transport transmembranaire de glucose (Détermination des coefficients de perméabilité pour le
fait intervenir des protéines membranaires : glucose :

diffusion facilitée v" Bicouche lipidique : 10 -7 cm.s"!
v" Membrane plasmique des hématies : > 106 cm.s"! y

.

- Leur activité est saturable au-dela d’un seuil
de [glucose]

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

105




-/ 7 |
4.1. La diffusion facilitée repose sur un mécanisme saturable

Glycosylation

Perméase a glucose

% Extérieur
Lien structure-fonction £
Le transport du glucose est assuré par des protéines, g
transporteurs de type perméase (familles GLUT, B IEERNEC0N 00
Séquence c
SWEET) ) ) @ Profil d’hydrophobicité et modéle pour une perméase au
» Protéines glycosylées & glucose (GLUTI)

» 12 hélices alpha transmembranaires
» pore central hydrophile

Les perméases assurent le transport du glucose en changeant

de conformation
» mouvement de « bascule » partiel, spontané (1000 fois/sec) -
> vitesse limitée - saturation NI | acoptiic

Exterior CLUTI . Glucose Modéle 3D de GLUT (i Lodish)
Le glucose se déplace

[Glucose]
selon son gradient de [C]
—> transport passif

- diffusion facilitée

Fe Oulward facing Inward-facing Outward-facing
yto conformation conformation conformation

Fonctionnement de GLUT| : modéle a soupape ou ping-pong,in Lodsh)
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4.1. La diffusion facilitée repose sur un mécanisme saturable

Géneéralisation

Le transport facilité fait intervenir des
protéines porteuses
transmembranaires.

Elles ont la particularité de changer Emum
spontanément de conformation

. , "pomg” {ﬂ} ping”
permettant ainsi le passage de molécules h:'lgﬂl

d’un coté a 'autre de la membrane selon OUTSIDE @®@
leurs gradients (électro)chimique.
alectmchammal
gradmni
Elles sont saturables
INSIDE

Il existe de nombreuses perméases qui
‘ P ’ . carrier protein mediating
sont toutes tres spécifiques d’un ligand facilitated diffusion
donné
> site de reconnaissance spécifique
» Fonctionnement similaire a celui des
enzymes mais pas de transformation
de la substance transportée

» Linteraction est réversible

Modéle de fonctionnement en ping-pong d’une perméase
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de 'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels
3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

4. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques
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B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

|. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. Lendocytose assure I’entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. ’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C. Lexocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques

5.1. Aspect énergétique : un transport exergonique selon le gradient de potentlel
électrochimique
= |l existe un lien entre énergie libre et potentiel électrochimique (p).

= Clest la différence de potentiel électrochimique (A [i) qui est informative
Equation de Nernst

Variation o9 . ~ AE = ELE. -
energie - AG™ | S, T AL = [, =1, RTIn( )+z.F(AE‘ i

d’énergie
libre |
(en J.mol ") membranaire
(enV)
Différence de R : cte des gaz parfaits Rapport des F (:9‘:6t§O%eCF:::ﬂ)aY
potentiel (8,314 ).mol'.K')  concentrations e e b '
électrochimique T :la température de I'ion £oc j_r,ge © l'on

(en J.mol ) (en Kelvin) (en mol.L") etudie (avec le

: signe + ou -)

» Si AG = 0 > pas de déplacement > équilibre
» Si AG < 0 - déplacement spontané (qui libére de I'énergie) = diffusion
» Si AG > 0 - déplacement non spontané (qui nécessite un apport d’énergie)

canaux a Na* : entrée de Na™ dans le sens du gradient chimique et du gradient électrique — AG<0

canaux a K* : sortie de K* dans le sens du gradient chimique (RT In (C2/CI) <0) et contre le
gradient electrique (z F AV>0) , mais | RT In (C2/CI) | > |z F AV| — AG<O. 109
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5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques &

5.2. Un transport spécifique et non saturable {o}

{a} Single subunit {b} Tetrameric channel {c) Vestibule {d} Exterior face

+ r (]
Canal K* bactérien o1y, Selectivty fier

Kt ion

Structure

Le canal K* bactérien est un
homotétramere

Chaque monomere est fait de 2
hélices alpha reliées par un segment
P qui contribue a former le pore potassium

selectivity filter ion

selectivity loop -

Le pore est fait de 2 parties :
» Vestibule coté cytosol, assez large

» Le filtre de sélectivité vers 'extérieur, étroit
v" définit par une séquence conservée (GYGVT)
v" Fait de 5 rangs de 4 atomes O (I O/monomeére)

- Transport par diffusion

CYTOSOL
facilitée Oreanisati
rganisation \

du pore pore 110



5.2. Un transport spécifique et non saturable
Mouvement global des
ions dans le canal =

Canal K* bactérien

Fonctionnement Gradient R -
K* 0=
= Entrée de I'ion hydraté dans t

le pore jusqu’au vestibule

étroit
» déshydratation de I'ion K*
» compensé par la stabilisation des K* via

liaisons faibles avec AA chargés (-) du filtre

de sélectivite

» 8 atomes O (a la place de I'eau) pour | ion

K+

Le canal est imperméable a Na*
» Trop petit = non stabilisé par les AA

[ J

Vitesse de transport (conditions
physiologiques) : 107 - 108 ions.s™!

Passage dans le filtre de sélectivité tres

potassium

1/

selectivity filter

selectivity loop -

>

CYTOSOL

Passage des ions dans le
filtre de sélectivité

(A) ionin
vestibule

lons
hydratés
I 1
: :
(B) ion in
s.electivity FO Illlll®ll|ll|o * Fo .mmo * Sélection des cations
hilter (%) lons par le filtre de
A sélectivité

déshydratési
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5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques /s

5.3. Un transport controlé ou non

Canal Na* voltage-dépendant voltage-gated
EXTRACELLULAR Na™ channel
SPACE
plasma
membrane
, . at rest
“ Le canal Na+ voltage dependant existe CYTOSOL -
sous 3 états (conformations)
» fermeé
» ouvert @ Nat

i
==

® Nat
> inactivé e —— e =
membrane membrane
refractory depolarized
+++ ++ + +++

= Le canal s’ouvre uniquement s’il iy

recoit un stimulus électrique = -
, L : INACTIVE OUVERT
(dépolarisation membranaire)

Contrdle de louverture des canaux Na* voltage-dépendants
= Letat inactivé correspond a un
état fermé et non sensible au > Canal 3 ouverture

stimulus régulée par des signaux
—> Notion de période réfractaire électriques
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5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques

5.3. Un transport controlé ou non

o

Généralisation {o}

Les canaux ioniques définissent un pore au

sein de la bicouche lipidique
—> Diffusion facilitée, transport passif

lls comprennent un filtre de sélectivité,
plus étroit, qui permet de transporter

spécifiquement un type d’ions
» tri sur la taille des ions
» Interactions avec des AA particuliers

Certains canaux sont ouverts en
permanence, d’autres canaux ont une
ouverture controlée par un changement

de conformation
» Voltage-dépendant
> Chimio-dépendant
» Mécano-dépendant

Bicouche

Structure générale
lipidique

d’un canal ionique

D .\h’if
] :.: j: ]
* +:

Flltre de sélectivite

)

pore

.

CYTOSOL
OPEN
@ (]
4 f
- +.t ’%7|~ -
* i
+++ + +
CYTOSOL
Voltage- Chimio-dépendant Mécano-dépendant
dépendant Ouverture contrélée Ouverture
uverture , .
Atz par un ligand controlée par un
controlée par la i ]
. (extracellulaire ou stimulus
ddp membranaire ’ ) o
intracellulaire) mécanique

Types de canaux ioniques a ouverture contrélée



Il. LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES CONCERNENT LES PETITES MOLECULES
A.LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES PASSIFS SONT SPONTANES = EXERGONIQUES

BILAN

“ Le transport par diffusion facilitée se
fait selon le gradient de

. , Transporteur
concentration de la molécule P Canal
transportée solute
—> transport passif |
= |l repose sur des protéines . o =
P P. . bilayer =
transmembranaires qui forment des /
pores a l'intérieur de la bicouche

NPT solute-binding site
lipidique $
Deux types de protéines transmembranaires assurant le transport facilité de

= On distingue 2 grands types de transporteurs : molécules dans la membrane

» Les canaux a ouverture +/- controlée, non
saturables
v Transport d’ions

» Les perméases qui changent de conformation,
saturables
v Transport de molécules neutres (ex: glucose)
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TRANSIT!™M

Transporters
(102-10* molecules/s)

Uniporter

Transport passif Transport actif Transport actif
. facilité (facilité) secondaire (facilite) secondaire

Trois types de transport : uniport, antiport, symport (Lodish, 2008)
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. . . B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de
. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et Pénergie (endergoniques)

asymétriques

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP
A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels
3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

4. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques



B. LES ECHANGES TRANSMEMBRANAIRES ACTIFS NECESSITENT DE
L’ENERGIE (ENDERGONIQUES)

I. Transports actifs primaires : utilisent I’énergie libérée par hydrolyse de ’atp
I.1. Etude de la pompe Na+/K+ (spécifique des animaux)

mise en évidence expérimentale : Hodgkin et Keynes (1955)

Expériences de Hodgkin et Keynes

(

1955)

Résultats expérimentaux : Mesure de
I'efflux de Na* radioactif hors de I'axone

Efflux de Na+ radioactif
en cpm (coup par min)

y

100

10

A

‘~\-\~

o

T~

18°C

0°C

18°C

[

Temps

100

10

Axone géant
de Calmar

Incubation dans du liquide

de Ringer contenant du Na*

O radioactif

T~

[

Témoin

Sans K*

100

TémOin Temps

A

T~

transfert

T, :

Transfert dans du
liquide de Ringer froid

O

ATP

2mM
ATP

A

T,:

le liquide de Ringer

devient radioactif

Le cyanure bloque la
respiration cellulaire.
Le DNP (DiNitroPhénol)
, bloque la syntheése d’ATP.

J

~—

Témoin Cyanure

ou DNP

[

Témoin Temps

| —> Le transport de Na* est dépendant de la température,de K* et nécessite de I’énergie (transport actif)

CDLIANIIE NALAINIE
LI B T e — g aay — v

.




7 7 |
|. Transports actifs primaires : utilisent ’énergie libérée par hydrolyse de ’ATP,

{c}
l.1. Etude de la pompe Na+/K+ (spécifique des animaux) &t
()

Fonctionnement rtiome
\
La pompe Na*/K* transporte Na* (x3) et K* (x2) electm';:;en:icai E1Em£§ETim|
. . , L. gradien gradien
a 'encontre de leurs gradients électrochimiques > —
Transport non spontané, actif 2(6) R
L'énergie requise provient de I’hydrolyse i}/'m
de PATP Modeéle du cycle de TP |
pompage de la
pompe Na */K* ATP- @
Cycle de pompage de la pompe Na*-K* dépendante (bers, 2017)

| Fixation de 3 Na* Naj

ATP

ATP-déPendante EXTRACELLULAR SPACE /é \ J® X3

2. Phosphorylation de la pompe 2> w .
changement de conformation = mosa) ) © ®
libération de 3 Na* )

3. Fixation de 2 K* B\ >

4. Déphosphorylation de E2 = changement “ C[)/

de conformation = entrée de 2 K*



[K+]
)

€l
)i
i

I
)

3 A
bl
[
|

WModele du cycle de pompage de la pompe Nal/K ATP dépendante



T
|. Transports actifs primaires : utilisent ’énergie libérée par hydrolyse de ’ATP

l.1. Etude de la pompe Na+/K+ (spécifique des animaux) o
Digitale pourpre (Digitalis O
purpurea) et digitaline

i OH
HO, HO o\(’j
" 0
o B ke

Role biologique

= Role central dans la mise en place et

le maintien du potentiel de L S A
membrane (ou de repos) des cellules |
animales : Digitaliques Gt caltihing Effet de la digitaline sur.Ia
L« voltage dependent cellule mUSCl.JIalre
» La pompe Na*/K* est électrogénique @_Q [ cardiaque
(sortie de 3 Na* pour I'entrée de 2 K* - - J I

> ddp) \

» Elle entretient des gradients de Na*
et K* qui représentent une source
d’énergie pour les transports actifs
secondaires

Réﬁcmrm .
‘sarcoplasmique

l

= Inhibition par les stéroides glycosides
cardiotoniques (digitaline, ouabaine)
» Effet toxique (hyperkaliémie) Collilo Miustulairn
> Médicament (ex: insuffisance cardiaque) i s

https://pharmacomedicale.org/medicaments/par-specialites/item/digitaliques 120
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|. Transports actifs primaires : utilisent ’énergie libérée par hydrolyse de ’ATP &

1.2. 1l existe d’autres pompes membranaires {o}
i¥iamen Ca?* binding
sites
Autres pompes Ca®* Calcium and Phosphorylation
V ATP binding of aspartate
—E— —F—
Pompe Ca?* de la membrane du RE 2
> Pompage du Ca?* cytosolique vers le " W
Phosphorylated ®
RE aspartate _ ATP _
» Maintien de [Ca?*] faible > L change ®e change
important pour son roéle de 2 - pugg  Derhosrhoryation o '
messager — - -
Pompe a protons (H") des végétaux
» Equivalente a la pompe Na+/K+ des animaux : .
électrogénique et génératrice de gradients de H* B2 B2
Fonctionnement de la pompe Ca?* ATP-dépendante
Pompes a protons des chloroplastes et ATP ADP + P,

mitochondries

» couplées a des réactions rédox et non a
I’hydrolyse d’ATP Génération d’un pH acide
dans un compartiment
No electric  €lectriquement neutre par
. potential  yne pompe a proton couplée
a un canal a Cf

Pompes a protons de lysosomes ou pompe
H*/K* de la muqueuse gastrique = pH acide

121



(NNAHRNN '\Lgt.mmlzlrmm’ EEREEL, M« L
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1.3. Bilan

Les pompes utilisent I’énergie libérée par I'’hydrolyse
de ’ATP ou par des réactions rédox pour transporter
des ions a 'encontre de leurs gradients

électrochimiques
—> transport non spontané = transport actif
—~ Couplage chimio-osmotique

NADH FAD 120,
NAD* + H* +2HY pont
Citric
. acid
Matrix chy

ATP synthase des mitochondries (couplage
osmo-chimique)

Fhoton

Elles génerent et maintiennent ainsi des gradients
électrochimiques qui représentent une énergie
potentielle o

Cette énergie potentielle des gradients peut étre LLLLLESSS
utilisées de 2 facons : ~ |ATP synthase des
> Synthése d’ATP (couplage osmo-chimique) chloroplastes

» Transports actifs secondaires (couplage osmo-osmotique) (couplage osmo-
chimique)

~
“THYLAKOID Phofosysl'em
SPACE

Cette énergie potentielle est libérée lorsque les ions
retraversent la membrane (via des canaux, transporteurs...

P|c1f e|| Chlorop|c151 122



l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un réle de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L'asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de 'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels
3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

4. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques

ENCPB- BCPSTI- STEPHANIE DALAINE

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I’énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. U’endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

|. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L'exocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule
|. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la surface
membranaire et la composition membranaire
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7
2. Transports actifs secondaires : utilisent ’énergie d’un gradient

électrochimique {5

{e}

2.1. Etude de la pénétration du glucose dans I’entérocyte

Généralités : ,
. . Transport actif secondaire
Les transporteurs actifs secondaires

permettent le transport simultané de 2

, < - H
molécules ¥ ﬁ E
» une molécule selon son gradient (électro-)chimique f HEH ¥ \ ' ‘\H /
—> libération d’énergie / *,t ;f | \ ff
» Lautre molécule a 'encontre de son gradient - v ‘ V
® [ ®

(électro-)chimique

—> consommation d’énergie Deux types de transports actifs secondaires (co-transports)

» couplage osmo-osmotique
» Co-transport

Symport Antiport

Transport la molécule rouge = libération d’énergie

+ Transport de la molécule noir > consommation d’énergie

« Deux types de co-transport : = COUPLAGE OSMO-OSMOTIQUE

» Symport (=transport dans le méme sens)

» Antiport (=transport en sens opposé) Exemples :
* Symports Na+/glucose et Na+/AA des
entérocytes

* Antiports H+/ions de la vacuole des vegetaux
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2. Transports actifs secondaires : utilisent I’énergie d’un gradient électrochimique

2.1. Etude de la pénétration du glucose dans I’entérocyte. =
Lumiere intestinale

intégré Na+ Gl
Un exemple intégré at @ &3 Olucose

jonctions serrées

’absorption du glucose au niveau des
entérocytes (cellules épithéliales de
I'intestin gréle) fait intervenir :

@ La pompe Na*/K* ATP-dépendante
Transport actif primaire : génération
d’un gradient de Na+

@ Un symport glucose/Na* (S-GLT = Sodium- @ @
dépendant GLT) al

Transport actif secondaire : utilisation
du gradient de Na+ pour transporter le DP
. GLUT 2 pehﬁ%
glucose contre son gradient
Membrane basale

J Pompe Na+/K+
@ Une perméase (GLUT). o ATP dépendante ® h
-> Transport passif facilité

Transport du glucose dans /@"’

I'entérocyte (s. bataine)

capillaire sanguin
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2. Transports actifs secondaires : utilisent I’énergie d’un gradient électrochimique

2.1. Etude de la pénétration du glucose dans I’entérocyte
BILAN

Les transporteurs actifs assurent le transport de
molécules a ’encontre de leurs gradients

(electro)chimiques en consommant de I'énergie :
» Energie issue de I’hydrolyse de ’ATP ou de réaction

rédox (cf SV-E) Trans!aor.t actif
—> Transport actif primaire primaire
] -~ Couplage chimio-osmotique e =

AN

~ Energie potentielle contenue dans un gradient
(électro)chimique

—> Transport actif secondaire Cytosol
L

. .. ATP ADP +P;
On parle de couplage énergétique

» Transport actif primaire : couplage chimio-osmotique
ou photo-osmotique
» Transport actif secondaire : couplage osmo-osmotique

lls sont saturables
> cinétique avec un plateau de saturation (hyperbole)

comparable a celle des perméases
ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

Transport actif
secondaire

Antiporteur
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BILAN SUR LESTRANSPORTS PASSIFS ET ACTIFS

Transports passifs, ne Diffusion simple Eau (osmose)
nécessitant pas d’énergie (loi 0O,, CO,, glycérol
de Fick) Diffusion facilitée par un canal Eau (osmose par AQP)
AG’< 0 lons

Diffusion facilitée par un transporteur (perméase) Glucose (perméase)
Transports actifs, Transport actif primaire (couplage chimio-osmotique) | Pompe Na*/K* ATP dépendante
nécessitant un couplage Pompe Ca?* ATP dépendante
(énergie de réaction ou Pompe H* ATP dépendante
énergie potentielle de Transport actif secondaire (couplage osmo-osmotique) | Symport Na*/Glucose ou Na*/AA
gradient Symport H*/AA (bactéries)
AG> 0

Modes de transports individuels transmembranaires

1]
Channels Transporters ATP-powered pumps
{107-10% ions/s) {102-104 molecules/s) (10%-10% ions/s)
[ ]
Closed ® Open o b o Exterior
7 - A a - =) =
LT -+ i W i \ |
] ® | {
v et g [ } v | \ v
Wi o \ { { i
'.f-' : .'II '|II Vi \ | \'.'-' i'l. .u'l
by Cytosol
L ]
Gate ® s @ .
l Uniporter Symporter Antiporter ATP ADP +P;
Transport passif Transport actif
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INTRODUCTION

Bicouche Membrane
lipidique plasmique
Les membranes sont des bicouches ‘ ’
lipidiques contenant de nombreuses

ions : . X
7 o N V' Ions
proteines enchasseées. \
4/ rotéine

imperméables aux ions.

En revanche, les membranes biologiques
peuvent étre perméables aux ions grace
a certaines protéines

Protéine Protéine Milieu
canal transporteusc

extracellulaire

O
transmembranaires : . / ++++++++
333I3TITIBBZIIBBBZIIRRLD
> Canaux GRALIEMT | - m
» Pompes ELECTROCHTMIQUE I AE = B — B¢
F-Tq PEESER) AIBXBLITBIBBITRBBIEBERL
D’autre part, les membranes biologiques 4 . ’ @ Erirge Cytosol

présentent une différence de o® Diffusion  Diffusion
. . O simple facilitee
potentiel (ddp) membranaire.

D’ou provient cette ddp membranaire ? Quel lien avec le transport d’ions?



l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites

molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines

2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

|
B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I’énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) :
formation d’une ddp transmembranaire

|. mise en évidence d’une ddp transmembranaire



INTRODUCTION
Milieu ext Membrane Cytosol
* Le transport transmembranaire d’un ion via un canal Milieu neutre o | Milieu neutre
se fait par diffusion facilitée.
+ [
= Ce déplacement se fait selon le gradient électrochimique cations
de I'ion (AfL), qui comprend 2 composantes : II
. anions H
~ — 2
l || | -+ [
Energie potentielle Energie potentielle
chimique électrique —
( AE = Eint = Eext
= Du fait de la ddp membranaire la composante Par convention, la AE < 0 mV

ddp membranaire

électrique de A |i favorise : ,
est exprimee par :

v Lentrée des cations
v" La sortie des anions —

\_

D’ou provient cette ddp membranaire ? Quel lien avec le transport d’ions ?

Eext )
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C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) : FORMATION D’UNE DDP

TRANSMEMBRANAIRE

. Mise en évidence d’une ddp transmembranaire Vers
I'oscillographe

l.1. Dispositif expérimental Fil conducteur

Microélectrode

* Modele de membrane biologique :

axone géant de calmar KCI
axone geant manteau
= Appareil de mesure :
N . cerveau —q_(_)_)_/ il ) ,
» Oscilloscope e oel Photo et schéma d’une
Afé 7 microélectrode
> Elc?ctro,de de référence _ ) Localisation des
» Microélectrode de verre, 95 axones géants de
étirée (@ = 0,5 um) et remplie calmar
d’une solution conductrice (KCI)
Le Calmar
microélectrode oscilloscope st

* Procédure:
» La microélectrode est introduite a 'intérieur }

de la cellule

» Lélectrode de référence reste a la surface ' e |

» Mesure de la ddp entre les 2 électrodes par

oscilloscope ckiniind RELA i o a5
ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE Dispositif de mesure de ddp membranaire 131
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C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) : FORMATION D’UNE DDP

TRANSMEMBRANAIRE mV 4
0
. Mise en évidence d’une ddp transmembranaire
1.2. Résultats v
Il existe une ddp entre la face interne et externe de la
membrane plasmique, de valeur négative. -70 |

. . e —> Temps
> Soit exces de charges (-) a l'intérieur P
» Soit exces de charges (+) a I'extérieur

Introductlon de la Retralt de

. . microélectrode I'électrode
Cette ddp existe pour toutes les cellules vivantes

. . Oscill : de la dd b '
mais valeur variable selon le type de cellule. sciliogramme :mesure de la ddp membrandire

La ddp ne concerne que les abords de la membrane

(~10A)
Le cytosol et milieu extracellulaire sont neutre
électriquement neutres. 10 AI + + + + + +
: T Memb
Pour toutes les cellules vivantes, il existe ermbrane
plasmique

une différence de potentiel de membrane

oAl = = = - - -

heutre

Comment expliquer cette ddp ?

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAI Interprétation des mesures 132



l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites

molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines

2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

.
B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de
I'’énergie (endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) :
formation d’une ddp transmembranaire

I. mise en évidence d’une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP



C.CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :
FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

2. Etude expérimentale de la ddp

2.1. Effet de la perméabilité aux ions

Membrane artificielle :
Bicouche Membrane

L bicouche lipidique + . .
lipidique transporteur d’ions biologique

|
ions :
Ions ions
Transporteur
’.
i

)( ddp ddp

(dans certaines circonstances) (dans cellules vivantes)
—> Les bicouches lipidiques sont - Les membranes artificielles et biologiques sont
isolantes car elles ne peuvent laisser conductrices car elles laissent passer les ions

passer les ions

= Une ddp n’est possible que si la membrane est perméable a des ions
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C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :

FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE
2. Etude expérimentale de la ddp
2.1. Effet de la perméabilité aux ions

Deux compartiments Deux compartiments
. .. . . i de concentrations
Dispositif expérimental : de concentrations eps
égales différentes
Deux compartiments séparés par | I | I
une membrane perméable a
un seul ion (K+) 0.01M 0,01 M 0,1M 0,01 M
KCl KCI KCI KCI
On fait varier la [K*] de part et >< ><
d’autre de la membrane. Cr- cr cl cl
Mesure de la ddp membranaire = = K K g K
membrane permeéable aux K' seuls membrane perméable aux K’ seuls

> 3G >ddp

= Une ddp apparait s’il existe une différence de concentration de part et d’autre de

, la membrane
ENCPB- BCPSTI- STEPHANIE DALAINE 135
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C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) : FORMATION

D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE (&
2. Etude expérimentale de la ddp {o}
2.2. Effet du nombre de transporteurs

= Dispositif expérimental :

» Deux compartiments séparés par une bicouche lipidique contenant plus ou moins des canaux sélectifs a
K+

» Concentrations différentes dans les 2 compartiments

» Mesure de la ddp membranaire (via un oscillographe)

+ +
[KT]ciie wa [K”]

[K*]

Compartiment | Bicouche  Compartiment 2
lipidique

La quantité de transporteurs d’ions ne

modifie pas la ddp

136
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. . . B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et (endergoniques)

asymétriques
I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

A- Les membranes sont des mosalques moléculaires 2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) :

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation formation d’'une ddp transmembranaire
fonctionnelle

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire
3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire 2. Etude expérimentale de la DDP
4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique 3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
I. Mise en évidence de la mobilité latérale
2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)



C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) : FORMATION

D’UNE DDP Transmembranaire

3. Interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire

3.1. Polarisation d’une membrane

Equilibre électrochimique

AuK,,—RTIn( ?) + 2F(E, - E)

A I'équilibre
Aflgse=0

2F(E,—E)=-RT In(g—j

el _E . RT, G
K'l‘——?‘:-hjh E, - E, z.F'In(C
1+
_8314.(293) C,
E,—E = 2,3.log,o(==
2 =l Z.96500 '°(C1
(

Equation de Nernst (a 20°C)
— 0,058
|o( )

yA

AE=E,-E, =

.

J

R : cte des gaz parfaits
R =8,314).K-".mol"!

T :température en K
T (K) =273 +T(°C)
T(K)=273+20=293K

F : constante de Faraday
F =96 500 C.mol!

In(x)
In(10)

In(x) = In(10).log,,(x)
In(x) = 2,3.Log,(x)

logo(x) =
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C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) : FORMATION

D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

3. Interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire

3.2. Application de I’équation de Nernst pour évaluer la ddp

" Equilibre électrochimique 4
Equation de Nernst (a 20°C)
— 0,058

Z

0
.log,o C_1)

.

J

Dans la situation représentée par le schéma,
calculez la différence de potentiel de membrane,

lorsque K* est a ’équilibre.

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

R : cte des gaz parfaits
R =2831l].K".mol"

T : température en K

z :valence de I'ion avec
signe (+ ou -)

F : constante de Faraday
F =96 500 C.mol-1

139
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C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) : FORMATION

D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE
3. Interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
3.2. Application de I’équation de Nernst pour évaluer la ddp

a4 ~\ R : cte des gaz parfaits
Equation de Nernst (a 20°C) R=831]K-l.mol-|

Equilibre électrochimique

_ - 0 058 T :température en K
I ! AE=E,-E,= ; |o( ) _
z : valence de l'ion avec
0,1 M 0,01 M k ) signe (+ ou -)

KCI 13  KCI

| * F : constante de Faraday

CI><C[ F =96 500 C.mol-I

e
s 0,058

1+ - — - ’ 0 01

AE.,,=E,-E, = +1) lo glo( )

AE, =+ 0,058V

AE., =+ 58 mV

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE 140



e 5
C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) : FORMATION

D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

3. Interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire

3.3. Conclusion

Un « potentiel de membrane » est une
différence de potentiel électrique (ddp) de part
et d’autre d’'une membrane.

—> Cest le passage des ions a travers la membrane
qui crée un courant électrique et donc une ddp

Un « potentiel de membrane » apparait ssi :
> La membrane présente une perméabilité
sélective aux ions
» Il existe une différence de concentration de
part et d’autre de la membrane

Les ions se déplacent jusqu’a atteindre I’équilibre

électrochimique ou flux net = 0 (mais les ions
franchissent la membrane dans les 2 sens).

La ddp ne concerne que les abords de la membrane ; les

compartiments sont électriquement neutres

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

(A) (B)

Initial conditions —— At equilibrium
—~Voltmeter Initially
V=0 V=0
A 2 A o

10mMKCl 1mMKClI 10mMKCl 1mMKCI

1 2
1mMKCl | 1mMKCI

Permeable to K*

No net flux of K* Net flux of K* Flux of K* from 1to 2
from1to2 balanced b

opposing membrane
potential

In vivo, quel(s) ion(s) détermine(nt)
la ddp des cellules animales ?
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. . . B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et (endergoniques)
asymétriques
I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

A- Les membranes sont des mosalques moléculaires 2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) :

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation formation d’'une ddp transmembranaire

fonctionnelle I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire 2. Etude expérimentale de la DDP
4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique 3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’'une ddp transmembranaire
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique 4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)
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C.CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS)

FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

4.1. Profil de ’ion candidat Milieu ext Membrane  Cytosol

Milieu neutre Milieu neutre

* Lion impliqué dans I'apparition de la ddp membranaire
doit remplir les conditions suivantes :

ACion
» concentrations inégales de part et d’autre de la
membrane G .
> ACion >> 0 ion
» capable de traverser la membrane (perméabilité)
Gion >>0
> proche de I'équilibre (flux net = 0) AEq ~ BErmembrane
- La ddp d’équilibre de P’ion est proche de la
ddp membranaire I = G.AE

Quelles sont les AC des différents ions ?

cpor . s ene Conductance G =
Les différents ions sont-ils a I’équilibre dans la cellule ?

S
R
en siemens (S) |43



C.CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :
FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

4.1. Profil de ’ion candidat

[ion] m|I|e.u [ion] cytosol =l : Potentiel
lons extracellulaire (mM) membranaire d’équilibre (mV)
(mM) (mV) ¢
Nat 140 |4
K* 5 140
CI- 147 14 - 60
Ca2t | |04
Autres 0 125

v' Les ions sont présents en concentrations variables dans la cellule et le milieu extracellulaire

v" Tous les ions présentent un gradient de concentration transmembranaire
Concentrations des principaux ions dans le cytosol d’un neurone de mammifére et dans le milieu extracellulaire

—> Tous ces ions pourraient intervenir dans la ddp membranaire

Les différents ions sont-ils a I’équilibre dans ces conditions ?

| 44



C.CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :
FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

4.1. Profil de I'ion candidat Calcul des potentiels d’équilibre pour un
de mammifere :
_ _ —0,058 Con neurone
AE = Eint = Eext - ; . IogIO(Cm )
ext
Ee. =-0,058/(1) x log (140/5)
[ion] milieu [ion] =-0084V P E,=-84mV
extracellulaire cytosol
(mM) (mM) Enas = -0,058/(1) x log (14/140)
Na* 140 14 _ _
I c 140 = 0,058 > E,,=+58 mV
CI- 147 14
Ca?* | 104 Eci =-0,058/(-1) x log (14/147)
Autres 0 125 - _ O, 058 9 EC|_= -58 mV
Ecaos =-0,058/(2) x log (104/1)
=0,116 > Egyp. =+ 116 mV
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C.CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :
FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

4.1. Profil de ’ion candidat

[ion] milieu

: [ion] cytosol ddp membranaire Potentiel
lons extracellulaire (mM) (mV) d’équilibre (mV)
(mM) .

Na* 140 |4 58

K* 5 140 -84

CI- 147 |4 - 60 -58
Ca2+ | | 0-4 |16

Autres 0 125 -

Na* et Ca?* tels que potentiel d’équilibre >> ddp
—> Pas a I'équilibre
—> pas impliqués dans la ddp

K* et Cl-tels que potentiel d’équilibre ~ ddp
—> proches de I'équilibre
—> potentiellement impliqués dans la ddp

Concentrations des principaux ions dans le cytosol d’un neurone de mammifere et dans le milieu extracellulaire

- K* et CI' pourraient étre impliqués dans la ddp membranaire
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C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :
FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales
4.2. Influence des différents ions sur la ddp membranaire

Modification de [C] en un des ions

Conditions physiologiques ﬂ
[K+]int = 140 mM Effet

[CI];e = 14 mM de K* — TN . -20 mV
[Na+]int = |4 mM [K+]ext - |40 mM

-60 mV L
P SR & -comv
ClI
‘ [CHex = 0 MM
[K+]ext - 5 mM
[Cl]ex. = 147 MM
[Na*].,. = 140 mM Effet de

[Na'Jy = 14 mM » - 60 mV
Na*
[Na*].,. = 0 mM

= K* (pas CI" ni Na*) influence la ddp membranaire des cellules animales 147
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C.CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :
FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

4.2. Influence des différents ions sur la ddp membranaire

La perméabilité d’'une membrane a un ion dépend de la présence de canaux
transmembranaires pour cet ion

—> La perméabilité est mesurée par la conductance de l'ion : G, I = G.U

Si le nombre de transporteurs est élevé
=2 G élevée

- | élevée

Les membranes biologiques animales contiennent peu de
canaux/transporteurs pour Na* ou CI- GNa+ ~0 INa+ ~0
- Perméabilité a Na* et CI- faible GCI ~0 _— ICI ~0

En revanche, les cellules possedent de nombreux

canaux de fuite au K* (toujours ouverts)
= Grande perméabilité au K+ GK+ >> 00— |K+ >> 0

- K* joue un role prépondérant dans la ddp car les membranes lui sont trés
perméables 8



C.CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :/ &
e}

FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales
4.3. Les canaux de fuite au potassium de la membrane plasmique potassium

selectivity filter ion  selectivity loop -

= Les canaux de fuite au K* des cellules de mammiferes
ressemblent au canaux K* des bacteéries.

> Mais fonctionnement dans les deux sens, donc deux pores

= Canal sélectif, spécifique de K*

—> Les charges négatives des extrémités des hélices alpha

CYTOSOL
du pore guident les ions K*.

\ vestibule
pore

5 A Canaux potassiques des bactéries
* Pas de systeme de controle de ’ouverture P q
» Ouverture permanente permettant la diffusion des
ions selon AﬁK+ [K*]=4 mM [K*] = 140 mM

» Sortie de K*
» « canaux de fuite »

Cana
Comment sont établies les difféerences de

K+
[ ] [ ] 7
concentrations transmembranaires ? Milieu ext. Membrane Cytosol
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites

molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines

2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) :
formation d’une ddp transmembranaire

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. réalisation de gradients de concentration
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C.CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :
{e}

FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

5. Réalisation de gradients de concentrations
5.1.La pompe Na+/K+

La pompe Na*/K* utilise I'énergie libérée par

I’hydrolyse de 'ATP pour transporter ces ions | 3N
\ . ’ .. plasma
a 'encontre de leur potentiel électrochimique. membrane
. . ° + . I'IEEF" Kq-
Elle compense ainsi la sortie des K* via les e A T ST
canaux de fuite. Sracint gradient
CYTOSOL

, , : 2()
Elle entretient les gradients de concentration de
Na* et K*

> N.B.:chez les végétaux la ddp
transmembranaire est de -100 a -200 mV
v Importance de la pompe H+-ATP dépendante

C’est une pompe électrogénique
» échange de 3 Na* contre 2 K* = pas électriquement neutre

= La pompe Na*/K* - ATPase crée et entretient les
gradients ioniques de Na* et K* 51
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C.CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) : &
FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE {¥
5. Réalisation de gradients de concentrations
5.2. Les protéines cytosoliques

- Les protéines cytosoliques

= Contrairement au milieu extracellulaire, le cytosol est riche contribuent a la mise en

en protéines, majoritairement anioniques (notées Pr -). place de gradients ioniques
transmembranaires

= Ces protéines Pr - influencent la distribution des ions pour
lesquels il existe des canaux de fuite :

> opposition a la fuite des cations (K*) - Nouvel équilibre :

» facilitation de la fuite des anions (CI) ' I’équilibre de Donnan

(PrK)e

X (K% ) Equilibre de Donnan

Equilibre 1

A B A B A B A B
Effet des protéines cytosoliques anioniques sur la distribution des ions de part et d’autre de la membrane
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C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :
e}

FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE
5. Réalisation de gradients de concentrations
5.3.L’asymétrie des lipides membranaires

* Lhémi-membrane cytosolique de la membrane
plasmique est riche en phosphatidylsérines
(PS) qui portent de charges (-).

Milieu extracellulaire

. MR LIPS AR
Lottt

Milieu intracellulaire

“ Les PS contribuent a la ddp membranaire et
influencent la répartition des ions de part et

d’autre de la membrane.
- entrée de K*
- sortie de CI K*

- Lasymétrie des lipides  PE ? PS \9\\ PC ﬂ SM
membranaires contribue a la mise en | \ ‘

place de gradients ioniques . cholestérol
transmembranaires

Distribution asymétrique des lipides dans la membrane
induisant une asymétrie de charge 3
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C. CONSEQUENCES DES ECHANGES IONIQUES (PASSIFS ET ACTIFS) :

FORMATION D’UNE DDP TRANSMEMBRANAIRE

BILAN * Le potentiel de membrane est permis par les
propriétés de la membrane biologique :
» Perméabilité sélective aux ions,
Haute résistance électrique (isolant)

Il existe une inégale répartition des ions de part et

’ N ’ .
d’autre de la membrane, due a : Présence de canaux de fuite et pompe

» L action de la pompe Na*/K* Asymétrie dans la répartition de
» La présence de protéines anioniques dans le cytosol phosphatidylsérine.

» Lasymétrie de charge due aux lipides membranaires

vV VvV

= Cette inégale répartition ionique induit des courants MEC ATPase Na* / K-
transmembranaires au travers de canaux ioniques.
—> génération d’un potentiel de membrane 3 Na*

* Le « potentiel de membrane » (ddp transmembranaire) ;.(

est di essentiellement a un flux d’ions K* car les v lII 7§ 3|E ]‘L jE H|E f ¥

membranes contiennent de nombreux canaux de fuite

au K. Cytosol o mpﬁ-b

2 K
= Ce flux dissipe le gradient de concentration de K* qui | : | :
est entretenu en permanence par la pompe Na*/K* Canal de fuite Canaux de fuite
a Na* akK'

197T
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Les acteurs moléculaires du potentiel de repos (s. paiine)

BILAN
]

mec [

[Na']

|,

[Na’]

7.5 nm

mic
ADP, Pi

[Na']

[K'] (K]
/ / (protéines, métabolites)
Effet des polyanions

Maintien du gradient
de [K*] par la pompe
Na*/ K* ATPase

Efflux permanent de
K* selon Ay, via de
nombreux canaux de
fuite, toujours ouverts

organ

P
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©

Anions organiques
non diffusibles

iques non

diffusibles sur
I’entrée/sortie d’ions

faible dans la
ddp

©

Peu de flux de Na*
et Cl car peu de
canaux et/ou peu
ouverts

- Part faible dans
la ddp

Effet des phosphatidyl-
sérine chargées du
feuillet interne de la

membrane

- Part faible dans la
ddp

155
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Quelle est la part des ions K* totaux d’une cellule qui est
réellement impliquée dans la mise en place de la ddp
membranaire ?

Pour répondre a cette question, il faut :
|) Déterminer le nombre total d’ions K* dans une cellule
2) Déterminer le nombre d’ions K* qui, en sortant de la cellule, sont responsables de la mise en place d’une ddp

On considere que la membrane est uniquement perméable a K*
Soit une cellule animale assimilable a une sphére d’environ 20 pm de diamétre, telle que [K+], . 1.coan = 160 MM et
ddp = -70 mV.

. e s s . charge totale
On sait que la quantité de K* sortant de la cellule peut s’exprimer par : N = J = Ltot

charge d'union  Qion
On donne:
— -19
Qi = 1,6.10-19 C
Qtot = Ctot'v

avec V, ddp membranaire (enV)
Qv charge totale de la cellule (en C)
C,. capacité totale de la membrane (en F)
On donne par ailleurs la capacité surfacique de la membrane : C = 0,01 pF/um?

surfacique



I
LE POTENTIEL D’EQUILIBRE MET EN JEU UN FAIBLE NOMBRE D’IONS.‘

PROBLEME

Quelle est la quantité totale d’ions K+ (N, ) dans une cellule?

Nio: = C.V.N, avec:
C : concentration en ions
V : volume de la cellule
N, = 6,022.10% : nombre d’Avogadro

C=160mM = 160.10-3 mol.L"!
C =160.103 mol.dm™3
C = 160 mol.m?3

V=4/3x txr3
V =4/3 x 3,14 x (10.10°%)
V=42101"m?3

Ny = CV.N,
Ny, = 160 x 4,2.10°%5x 6,022.102
N, = 4047.108 ion

N,.: = 4,047.10" ion
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I
LE POTENTIEL D’EQUILIBRE MET EN JEU UN FAIBLE NOMBRE D’IONS.‘

PROBLEME
Combien d’ions K* sortent de la cellule ?

N = Qtot

Qion

Q.. = 1,6.1019C
QtOt = C V

tot*
Ctot = Csurfacique X SceII
See =4 xmxr2=4x3,14 x (10)?~ 1260 pm?
Csurfaciclue =0,01 pF/umz

> C,..= 0,01 x 1260 = 12,6 pF

Q.. =C..V
Q. = 12,6.1012x 70.10° = 8,82.1013 C

_ Qwor _8,82.107*
N = on 1,610

N =5,5.10%ions
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LE POTENTIEL D’EQUILIBRE MET EN JEU UN FAIBLE NOMBRE D’IONS ‘
PROBLEME

Quelle proportion des ions K+ de la cellule sort de la cellule ?

P=N/N,,

P=5,5.10%/4,047.101!

P=1,4/1.10°

—> Moins de 2 K* sur 100 000 sont responsables de la ddp mesurée.

—> Cet exces de charge est trés localisé au niveau de la membrane ainsi I'électroneutralité de la cellule est respectée.
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites

molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines

2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane



INTRODUCTION

Complétez les légendes de ce schéma
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INTRODUCTION

Corps cellulaire Axone Arborisation terminale

<

>

< > < >

Bouton synaptique

N NS o ' \
N N e D) Nceud de Ranvier
oyau
Dendrites Gaine de myéline Cellule de Schwann (SNP)
ou oligodendrocyte (SNC)
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites

molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines

2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane



CLASSIFICATION DES MODALITES D’ECHANGE
*  On peut définir plusieurs grandes modalités de transport de molécules a travers la membrane :

Via la bicouche lipidique.

PASSIF Diffusion simple (loi de Fick)
AG’<O0
Transports selon le gradient (électro)chimique  Via une protéine membranaire Canal
individuels Diffusion facilitee Perméase
transmembranaires
ACTIF Transporteur
AG> 0 Via une protéine membranaire
Pompe
AG >0 Endocytose
Transports en .\ : : -
e lls requierent toujours une Via des vésicules closes Exocytose
dépense énergétique Transcytose
Endocytose Exocytose

A o
@ ©
Q * *e
vésicule

T~
@ ~®
e Microtubule i
Dynéine Kinésine

" _J 165




INTRODUCTION

Sy

= Mise en évidence expérimentale
de cytoses

= |l existe des flux de vésicules
permettant de faire entrer ou sortir
des substances de la cellule
- Transport vésiculaire en masse

Qu’est-ce qui est transporté ?
Quels sont les mécanismes qui sous-tendent ce

flux ?

- - A -
"""""},4-1. -":'J" * B
L e g ’ s

Endocytose
(sens large)

o W

- ..- r . _".-I" . 8 _." @
Ty P Py
- "y ; = o : i

o~ e
e -

» ; =

Membrane plasmique d’un neurone pré-synaptique (vue depuis I'espace

intersynaptique), Cryofracture et MEB

Le transport vésiculaire

!

Endosome précoce

o

®e9)/0

e @ .. o\ >
0\00

Endosome
tardif

Q
0o

o Exocytose

Lysosome

166



5
11l. LES TRANSFERTS DE PARTICULES VOLUMINEUSES SONT COUPLES A

DES FLUX DE MEMBRANE

A.ENDOCYTOSE ET EXOCYTOSE REPOSENT SUR DES FLUX DE

MEMBRANE
= On distingue 3 types d’endocytoses

Phagocytose :
Processus d’internalisation de
particules spécifiques par englobement

Endocytose médiée par des

récepteurs :
Processus d’internalisation de

molécules spécifiques par
formation de vésicules

Pinocytose :
Processus constitutif d’internalisation

de fluide extracellulaire par formation
de vésicules

Endocytose .
Phagocytose L, y Pinocytose
médiée par des
. * ‘ récepteu rs Fluide extracellulaire
¢ -
) _{
| '
* particule * » n * . *
- i "
* * % . ¢ =
. : ‘lg/r‘ f
Plasma . 1
membrane 3 3 . i
récepteur \
, *
pseudopode Puits recouvert récepteur 25 6
phagosome ' Vésicule
Vésicule recouverte cyplasm
Cargos particules molécules Liquide extracellulaire
Spécificité Spécifique (avec récepteurs) Non spécifique (sans récepteurs),
constitutif
Réle Transport spécifique de matiere Turnover de la

selon les besoins cellulaires membrane

Les 3 types d’endocytoses
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. . . B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et (endergoniques)

asymétriques
I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

A- Les membranes sont des mosalques moléculaires 2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation

’ .
2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation d’une ddp transmembranaire

fonctionnelle I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire 2. Etude expérimentale de la DDP
4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique 3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’'une ddp transmembranaire
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique 4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

. . 5. Réalisation de gradients de concentration
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques 8

| Mise en évidence de la mobilité latérale I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
' flux de membrane

2. Importance biologique de la fluidité membranaire
P &l A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire
B. L’endocytose assure I’entrée de molécules de grande taille

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites dans la cellule
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)
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I
B. CENDOCYTOSE ASSURE L’ENTREE DE MOLECULES DE GRANDE TAILLE DANS
LA CELLULE

|. Etude d’un exemple : I’absorption du cholestérol :
Puits recouvert

o de clathrine

Exemple de I'endocytose des
LDL (low density lipoprotein) = | !
forme de transport des lipides |
dans le sang

molécule
de cholestérol

Protocole :

marquage des LDL par la ferritine
(protéine avec ion Fe?*, opaque aux
électrons)

Incubation de fibroblastes humains avec

/ LDLfermitin | 0.2 pm
Clathrin-coated pit

(¢

F 2% “‘f.-l' -

) T BR®. o nvd. b “
molécule de N T e
2

phospholipide - :‘;.. “;‘ VoA~

molécule d'ester

, RS g
les LDL a 4°C - saturation des LY o e ~3 ":.1
, protubérance a Al Do B _T;# 3
récepteurs sans endocytose a surface dune LR AT e
T . . molécule protéique Lo BTN A .
Lavage = élimination des LDL en excés s F'une LDL et "’*{;"\'..-:-" 2
. , tructure d’une (Alberts, 1994) AN s e LT
Chauffage a 37°C - début endocytose " oo
, . . \ vésicule recouverte Endosome
Préparation pour observation au MET a
différents temps Mise en évidence expérimentale du réle des vésicules

recouvertes de clathrine dans linternalisation des LDL

La clathrine permet la formation d’un puits recouvert devenant
ENCPB- BCPSTI- STEPHANIEDALAINE |8 une vésicule recouverte, puis elle se détache




|
B. CENDOCYTOSE ASSURE L’ENTREE DE MOLECULES DE GRANDE TAILLE DANS

LA CELLULE

|. Etude d’un exemple : I’absorption du cholestérol

Schéma général d’une
endocytose spécifique
—exemple du LDL

milieu extracellulaire 1. capture O O 2. internalisation
Y V¥ v v

Y
GTP!
GDP + Pi
puits recouvert

| ) D | i

membrane
plasmique

cytosol ?J /t,/

3. dénudation et
recyclage des

% clathrines
5. recyclage des D : I,-‘”F
SuR récepteurs (15-20 mn) %Q #
et exocytose
o3

veésicule
recouverte

. 4. fusion avec un
endosome primaire

4
o
endosome P A
secondaire | 54
6. digestion \ = 9 endosome
primaire
Y recepteur aux LDL & apolipoprotéine B ; pompe a H+ active EtEJ protéase
4 E triskélion de dynamine d pompe a H+ inactive “we  lipase
clathrine ;s
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L’endocytose assure I’entrée de molécules de grande taille
dans la cellule

I. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité
de la membrane plasmique



1 _________________________
B. CENDOCYTOSE ASSURE L’ENTREE DE MOLECULES DE GRANDE @
TAILLE DANS LA CELLULE

2. ’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance

de la fluidité de la membrane plasmique e -

cargo fentor

* Lendocytose fait intervenir des récepteurs spécifiques de la
molécule a internaliser
» Ex:récepteur au LDL :
» Glycoprotéine transmembranaire a 3 domaines fonctionnels
» Les récepteurs sont produits selon les besoins de la cellule en lipides

récepteur

CYTOSOL

* Plusieurs récepteurs différents peuvent étre 5 -
regroupés dans un méme puits adaptine
Structure des récepteurs d’endocytose
et liaison a I'adaptine

= Ces récepteurs possedent un motif C-ter
adaptor protein

conserve donor cargo
. . , membrane receptor
signal peptide pour I'endocytose ‘ _

“ Le peptide signal est reconnu par les adaptines
qui assurent la liaison physique entre le récepteur o cargo molecules
(lié a son cargo) et la clathrine = recrutement au
niveau des puits recouverts

Réle de adaptine dans la formation des puits

recouverts de clathrine o



.
2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la

membrane plasmique

{o}
» Clathrine: {o}

» protéine fibreuse
> faite de 6 chaines polypeptidiques :

» 3 chaines lourdes + 3 chaines légeres
» Forme de triskel, non plane

Molécules de Clathrine (MET)

;. light chain o _
Vésicules recouvertes de clathrine

* Les bras flexibles de PIUSieurs sous la membrane d’un fibroblaste

clathrines se superposent pour vy Schématisation de la (cryofracture avec cryodécapage,
o , o

former des pentagones ou des i molécule de clathrine MEB) i aers

hexagones e

—> force mécanique et flexibilité

* La forme des clathrines impose une

courbure a la membrane plasmique
—> formation d’un puit recouvert
(corbeille) puis d’'une vésicule recouverte

(cage), ® =0,2-0,5 pm /

. ‘ Structure des manteaux de clathrine (in Aerss )

|
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2. ’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique b

G
2.2. Bourgeonnement d’une vésicule ( contedvesice. B 11:--\
membrane ”

clathrin triskelicn

donor cargo adaptor protein

membrane receptor

naked transport
vasicle

dynamine CYTOSOL

cargo molecules fission proteins

0 243 (4405 (6 (7

Schématisation du processus de formation des vésicules recouvertes de clathrines

Fixation du cargo a son récepteur

Assemblage du manteau de clathrine et sélection par ’adaptine
Formation d’un puits recouvert de clathrine et bourgeonnement
Formation de la vésicule recouverte de clathrine

Fission des membranes par la dynamine

Libération de la vésicule

Détachement du manteau de clathrine (endosome) et recyclage

o Formation de
SN .

% vésicules
recouvertes de
clathrine (MET)

NOoO LU A WDN —
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2. ’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la
\ i~

fluidité de la membrane plasmique j*gg“\f

2.3. Libération de la vésicule

Détachement de la vésicule recouverte
de clathrine de la membrane =
processus actif (consommateur

d’énergie)
= intervention de la dynamine o
GTP ‘ o ' o Polymérisation de la
( ase) Modele moléculaire et interprétation d’un dynamine

dimére de dynamine

v" Aprés bourgeonnement, la
dynamine polymérise autour du
cou qui relie la vésicule a la
membrane

v" Dynamine utilise ’énergie
libérée par ’hydrolyse du GTP
pour séparer les membranes

Dynamin

Polymérisation dynamine Polymérisation de la dynamine et
au tour du « cou » d’une vésicule (ME) séparation des membranes
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2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de

la membrane plasmique

2.4. Les récepteurs et la clathrine sont recyclés
i mec Membrane
( mic plasmique

Endocytose

avec récepteur
Exocytose de recyclage des

-’ récepteurs membranaires

Vésicule recouverte
\IJ Récepteur

de clathrine
membranaire aux LDL
® LDL
GK _) nd/Clathrine
Endosome X  Hydrolase, Lipase

< Y

Endosome

Constituants des
@ DL (protéine,

cholestérol,

phospholipides)

@ Dissociation libérantle cholestérol —— 0,1 um
Lysosome @ Endolysosome

Le recyclage de la clathrine et des récepteurs membranaires 177
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2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de

la membrane plasmique

2.4. Les récepteurs et la clathrine sont recyclés

Ligand ligand (ex LDL)
K85 :Q 2
: /
N
cavéosome @
\ vésicule a clathrin cndosomc @ recyclage des récepteurs
J/ aun LPL
@ »dosomc ¢

lqsosomc

apport an RE /
l libération des molécules
\\ (ex cholestérol)
Les voies d'endocytose

(S. dalaive)

Figure 61 : Les voies d’endocytose 178
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L'endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

I. Etude d’'un exemple : 'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L’exocytose assure la libération de molécules synthétisées par
la cellule

I. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible
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C.LEXOCYTOSE ASSURE LA LIBERATION DE MOLECULES SYNTHETISEES PAR LA

CELLULE
|. L’exocytose repose sur la reconnaiswtre la vésicule et la membrane cible

Voie cytosolique Voie endomembranaire

XaVaVAYAYAYY

Peptide signal 1 Peptide signal

Protéines Ribosomes libres

chaperonnes :
S 5"

©_fS 5
Ribosome libre ” © .. y
,;—___\‘_ 3 §— 3’ Ribosome associé auRE  pee
. v, Q
F I = N-Glycowmjj
= O

Noyau o Q
Membrane ’ T -
. Clivage protéolytique = Pontsdisulfures
plasmique \ i) Hyaloplasme ®)
interne Protéine mature OVéﬁ‘"’””"" @ Face CIS Golgienne
\ & = Phosphoryla@

Mitochondries/ Peroxysomes ﬁnycosy!ation =2 O-GlycosylatQ

(2 peptides signaux pour  Chloroplastes

les récepteurs TIM et Face TRANS Golgienne =
TOM) ¥ @ N @
Vésiculation 'I‘\;\,.é
/ thr O

lathrine
S A
Lysosome @ Visicule de :‘{*xg Membrane
Srvdti e/ @ i
sécrétion 3332 plasmique

l

Sécrétion controlée (ex : 4
2 Sécrétion constitutive (ex : turn over

membranaire, protéine de membranes,
protéines de la MEC tq collagéne)
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C.LEXOCYTOSE ASSURE LA LIBERATION DE MOLECULES SYNTHETISEES PAR LA CELLU
. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

* Ladressage de protéines vers un
compartiment donné nécessite des étiquettes

v Exl : séquence peptidique KDEL (lys asp
glu leu) = signal de rétention dans le REG
(protéines résidentes du RE).

= protéines reconnues par un récepteur KDEL

= A pH neutre, récepteur KDEL a trés peu
d’dffinité pour la séquence KDEL. Or dans le
REG puis dans le Golgi: acidification du
lumen,

= Récepteur KDEL a meilleure dffinité pour la
séquence KDEL, et donc une recapture des
protéines portant ce signal.

- 3' . '
< Pentide signal Fixation de 5
e - <] SRP sur le peptide
___,--"f'" e -
5 \’f" WO 4

\ . GOP
‘.C GTF .

Cytosol

Proteine

Signal peptidase

Lumiere du RE

5

Prise en charge de la
séquence signal par le
translocon

Fixation de SRP sur
son récepteur (SR)

Clivage du peptide
signal et libération

de la protéine
- ancrage du
au REG —libération de SRP et
poursuite de

traduction

Translocation co-traductionnelle dans le RE
d’une protéine soluble (Alberts)

V" Ex2 :Les protéines dans I'appareil de Golgi portant le sucre

mannose-6-phosphate sont destinées a un stockage
dans le lysosome. Cette séquence est reconnue par un
récepteur qui permet son acheminement vers les
lysosomes.

Repliement
protéique
assisté par des
chaperonnes
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L'endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

I. Etude d’'un exemple : 'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.L’exocytose assure la libération de molécules synthétisées par
la cellule

I. L'exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible :
importance de la fluidité de la membrane plasmique
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C.LEXOCYTOSE ASSURE LA LIBERATION DE
MOLECULES SYNTHETISEES PAR LA CELLULE

2. ’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la
membrane cible : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

v-SNARE (v pour « vesicle ») = proteéines
transmembranaires présentes sur les

vesicules
> intégrées au moment du bourgeonnement

DONOR ORGANELLE TARGET ORGANELLES

"\\ O

v-SNARES +.SNAREsS

COMPARTMENT
A

COMPARTMENT
B

Réle des v-SNARE et t-SNARE dans 'adressage des
vésicules (Alberts, 2017)

Interaction de fagon spécifique avec les t-
SNARE (t pour « target ») présentes sur les

membranes cibles
» Grande diversité : | par type d’organite 2> >
20 dans les cellules animales
- sélectivité d’interaction
—> adressage des vésicules

Les Rab, petites protéines G, participent a la
spécificité d’interaction et ancrent la vésicule
a la membrane receveuse en hydrolysant le GTP

g
Corpasmant

DA - pchintde-
ralaasing protein

Transpori Py 7 .
e Réle de la protéine
"""‘JE'C'ILF 'ﬁ'm-\"- fipeel group P
Ao ‘é!? Rab (aerts, 2017)
-

FERBERAME

FUSION
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C. EXOCYTOSE ASSURE LA LIBERATION DE MOLECULES SYNTHETISEES PAR LA CELLULE

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité de la

membrane plasmique

Accostage :les v-SNARE et t-

SNARE ainsi que d’autres molécules
(SNAP) s’assemblent

Arrimage : la vésicule se rapproche
de la membrane plasmique

Fusion : la membrane de la vésicule
fusionne avec la membrane plasmique
(+/- régulation)

Dissociation : des protéines (NSF,

SNAP) permettent la séparation du
complexe SNARE/SNAP

Recyclage : une vésicule avec v-
SNARE bourgeonne et se détache.

!

SNAP
Buddingx

Fusion-pore
opening

Dans le cas de la voie de sécrétion régulée, I’exocytose est
controlée par des signaux

Ex : Exocytose au niveau d’une synapse
L'arrivée d’un signal électrique induit I'ouverture de canaux a Ca%*

\_ > exocytose )
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C.LEXOCYTOSE ASSURE LA LIBERATION DE MOLECULES SYNTHETISEES PAR LA

CELLULE

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance

de la fluidité de la membrane plasmique

Dans le cas de 'exocytose,
I'arrimage et la fusion font
intervenir les v-SNARE et
t-SNARE mais également :

» Les SNAP

» Les NSF, ATPase
solubles qui déstabilisent
le complexe des SNARE

V SNARE v

1- Fixation du rab GTP sur
sow réceptenr

=> reconnaissance de la
mewmbrave cible

rab TP
t SNARE

(smap25) ?
. (51( § - - ,‘)mcmbmna plasmique

2- Formation de structures
coiled-coil entre v et + SNARE
stabilisation par des liaisons
faibles a la syntaxine

2- Fusion des deux
mewmbraves + dissociation des

/) ¢ SNARE

Modeéle d’arrimage et de fusion d’une vésicule : réle des protéines SNARE
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C. EXOCYTOSE ASSURE LA LIBERATION DE MOLECULES

SYNTHETISEES PAR LA CELLULE

2. L’exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la
membrane cible : importance de la fluidité de la membrane

plasmique

Effet du calcium sur la
sécrétion d’adrénaline

Arrimage et fusion

-
o
1

o
T
]
| &

Niveau de
repos

1

e A
®

Sécrétion d'adrénaline de
cellules chromaffines
perméabilisées. La pente de la
courbe montre I'action
coopérative de plusieurs ions
Ca?+ sur le senseur Ca2+.

] L

Libération relative d’adrénaline/15 min
o
)
T

108

10%

10+

calcium libre dans le milieu extracellulaire (M)
(Baker & Knight, 1981)

Dans le cas de 'exocytose il peut y avoir un controle du

déplacement pres de la membrane plasmique.

Le controle se fait via un signal
intracellulaire qui relaie un signal
extracellulaire nerveux ou hormonal
- second messager (ex: Ca?")

Exemple : décharge des vésicules
contenant de
I'acétylcholine/adrénaline en fonction
de la concentration en Ca?*.

Exocytose des vésicules contenant les
neurotransmetteurs au niveau d’une
ENCPB- BCPSTI- STEPHANIE DALAINynapse neuromusculaire (s. balaine)

la choline (canal sodique CHT)

accostage, fusion mb-mb el
libération des neuromédiateurs dans & @@
l'espacce inter-synaptique @ & . . & [wa*d 20 240 nm
. + = ey ) dégradation de l'acétylcholine en acétate et
ar ace‘tym ne esterase

fixation des neuromédiateurs, ex

Acétylcholine sur|le récepteur

ligand-dépendant uverture du récepteur a l'acétyl-

choline, influx de Na+
extréemité post-synaptique o,




Ccd*)
QOuverture du canal Ca2+
voltage dépendant

synaptiques corfenant les la choline (canal sodique CHT)
neuromédiateurs

accostage, fusionmb-mb e
libération des neuromédiateurs dans

2 ® |
'espacce inter-synaptique @ ". '@ « & \_,/ [rna*] 20 240 nm

fixation des neur
Acétylcholine sur|le récepteur

ligand-dépendant uverture du récepteur a l'acétyl-

choline, influx de Na+

extrémité post-synaptique

Exocytose des vésicules contenant les neurotransmetteurs au niveau d’une synapse neuro neuronique ou

ENCPB- BCPST - STEPHANIE DALAINE neuromusculaire (. balaine)

187



l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confére fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels

3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L'endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

I. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.Lexocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule

I. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L'exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des
moteurs moléculaires



D.LE TRANSPORT DES VESICULES SUR LE CYTOSQUELETTE NECESSITE
DES MOTEURS MOLECULAIRES

* Dynéine et Kinésine sont des moteurs
moléculaires associés aux microtubules

(MAPS)

Stalk -

Associated Associated

- ofe y 7 . . /4 /4
Elles utilisent I'énergie liberée par S 8

I’hydrolyse de ’ATP pour se déplacer le
long des microtubules Kinesin Dynein

* La dynéine se déplace vers le pole (-) des
microtubules (donc vers le MTOC,
souvent proche du noyau)

Anterograde
Cargo

Retrograde
Cargo

* La kinésine se déplace vers le pole (+) b -
des microtubules
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l. Les membranes cellulaires, des bicouches fluides et
asymeétriques

A- Les membranes sont des mosaiques moléculaires
I. La fraction lipidique confere fondamentalement un role de barriere

2. Les protéines membranaires sont responsables de la spécialisation
fonctionnelle

3. La fraction glucidique permet la reconnaissance cellulaire

4. L’asymétrie des glucides au niveau de la membrane plasmique
5. bilan sur la composition moléculaire de la membrane plasmique
B- Les membranes sont des structures fluides et dynamiques
|. Mise en évidence de la mobilité latérale

2. Importance biologique de la fluidité membranaire

3. Facteurs influencant la fluidité membranaire

Il. Les échanges transmembranaires concernent les petites
molécules

A. Les échanges transmembranaires passifs sont spontanés = exergoniques

I. La diffusion simple de I'eau et la diffusion facilitée par les aquaporines
2. Approche thermodynamique des échanges individuels
3. La diffusion des solutés par diffusion simple (mécanisme non saturable)

4. La diffusion des grosses molécules polaires par diffusion facilitée (mécanisme
saturable) : nécessité de transporteurs

5. La diffusion des ions par diffusion facilitée : mise en jeux de canaux ioniques

B. Les échanges transmembranaires actifs nécessitent de I'énergie
(endergoniques)

I. Transports actifs primaires : utilisent I'énergie libérée par hydrolyse de 'ATP

2. Transports actifs secondaires : utilisent I'énergie d’'un gradient électrochimique

C. Conséquences des échanges ioniques (passifs et actifs) : formation
d’une ddp transmembranaire

I. mise en évidence d’'une ddp transmembranaire

2. Etude expérimentale de la DDP

3. interprétation thermodynamique de la mise en place d’une ddp transmembranaire
4. Origine du potentiel de membrane des cellules animales

5. Réalisation de gradients de concentration

I1l. Les transferts de particules volumineuses sont couplés a des
flux de membrane

A. Endocytose et exocytose reposent sur des flux de membrane

B. L'endocytose assure I'entrée de molécules de grande taille dans la
cellule

I. Etude d’'un exemple : I'absorption du cholestérol

2. L’endocytose repose sur le bourgeonnement de vésicules : importance de la fluidité de la
membrane plasmique

C.Lexocytose assure la libération de molécules synthétisées par la cellule

I. L’exocytose repose sur la reconnaissance entre la vésicule et la membrane cible

2. L'exocytose repose sur la fusion entre la vésicule et la membrane cible : importance de la fluidité
de la membrane plasmique

D. Le transport des vésicules sur le cytosquelette nécessite des moteurs
moléculaires

E. Les flux de membranes se compensent en maintenant la
surface membranaire et la composition membranaire
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E.LES FLUX DE MEMBRANES SE COMPENSENT

EN MAINTENANT LA SURFACE MEMBRANAIRE
ET LA COMPOSITION MEMBRANAIRE

Les transports vésiculaires au sein du REG font |

intervenir differents types de vésicules

lls se font dans les 2 sens : antérograde, rétrograde

Les vesicules issues du
bourgeonnement du Golgi

ont plusieurs devenirs :
exocytose, transport rétrograde,
fusion avec d’autres vésicules...

Dans le cas de I'exocytose,

c’est la sécrétion

» Si sécrétion régulée (ex :
sécrétion d’insuline) = des
vésicules recouvertes de
clathrine.

> Si sécrétion non régulée -
vésicules recouvertes de
coatomere (COP |)

Trois types de vésicules recouvertes au sein du REG i avers

late endosome

ﬁ early
lilr:— 1.} @ endosome -
" i - - L CELLULAR
— SPACE
y TS
i é?_,
—— — CYTOSOL
trans Golgi -: 2 Pl
ns Golg membran
Golgi cisternae network secretory o
[ I vesicle
ER Golgi apparatus

Différents types de vésicules et leurs devenirs a la sortie du Golgi (in avers
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BILAN FONCTION DES CYTOSES  nemmnio®/0se coMiiotecion st

plasmique

Deux types d’exocytose :

Cytosol

= exocytose constitutive (récepteurs
membranaires, notamment les recepteurs
nécessaires a 'endocytose avec récepteurs, le
collagene des fibroblastes)

= exocytose controlée = provoquée par des
Appareil de
messagers : -

Golgi

» Grains de zymogene : ctrl nerveux ou
hormonal
» Exocytose des granules corticaux de
'ovocyte de xénope
» Exocytose des vésicules synaptiques suite a «s
I'arrivée d’un PA dans la terminaison axonale.
= |’endocytose permet I’entrée de grosses

molécules dans la cellule (clathrine)
Figure 67 : voies d’endocytose et d’exocytose dans

une cellule animale

Vésicules de

\\\ r
L2
secrétion 5‘,63 \?

g%g

Endocytose

Endosome

Lysosome

- —-p Transport rétrograde : COPI (

Sae

Transport antérograde et REG-Cis Golgi : COPI| O
—» Transport de vésicules a clathrine O
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BILAN FONCTION DES CYTOSES

= |l peut y avoir un flux continu de I'endocytose a I'exocytose : c’est la transcytose

Ex :IgA du lait maternel

EXTRACELLULAR

FLUID
EPITHELIAL CELL

TRANSCYTOSIS

membrana-bound
Fc receptor

X
e

LUMEN

'—-a.\ _ P

In Alberts, 2017
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BILAN FONCTION DES CYTOSES

membrave plasmique

Pictyosome

vésicule
Fusuovnnavﬂ-
‘o
véswulc
O~

vésicule se détachant du
RE

RE

L'asymétrie des membraves est préservée
lors du bourgeonmement (S. Dalaine)

* Les vésicules transférées entre les membranes préservent leur asymeétrie.
» La face luminale du RE et d’autres organites correspond a la face extracellulaire de la
membrane plasmique.
> Lintérieur des vésicules est assimilable au milieu extracellulaire

» Lasymétrie membranaire d’une vésicule golgienne de sécrétion est directement a I'origine de celle

observée pour la membrane plasmique.
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BILAN FONCTION DES CYTOSES

* On a pu observer que des fibroblastes en
culture integrent le double de la surface de
leur membrane plasmique en | heure !
Pourtant, ils naugmentent pas de taille.

“ Lexocytose et l|'endocytose sont donc des ‘
phénomenes qui se compensent et qui recyclent 747,
en permanence les composants intacts des e

membranes cellulaires.

= C’est un équilibre dynamique.
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CONCLUSION GENERALE

Via la bicouche lipidique. cinétique linéaire
PASSIF Diffusion simple (loi de Fick) Non saturable
AG’< O . r . . r .
Transports selon le gradient Via une protéine Canal cinetique lineaire
individuels (électro)chimique membranaire Non saturable
transmembranair Diffusion facilitee Perméase
= AC’TIF . N Transporteur Cinétique hyperbolique
AG> 0 Via une protéine saturable
selon le gradient membranaire Pompe
(électro)chimique
AG >0 Endocytose
Transports en .\ , . .
D ete lls requierent toujours une  Via des vésicules closes Exocytose _
dépense énergétique Transcytose
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Entrainez-vous a

schématiser les
échanges de matiere
au sein d’'un neurone
\ ou d’un entérocyte.
A vos plumes!
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bourgeonnement, fusion pompe Na+/ K+ ATlidépendante canal K+ Votage dépendant
canal K+ de fuite AN (ouverture suite a repolarisation)
Ci o.u"j

e 3
7,5nmIL 2 W

[ e

y Ak

=

micC i +
efflux/influx de K+: transport.
L]
® S, CK g \ facilité (fuite), actif primaire
3 % ?é% %, ATP ADP (pompe ATP dép), voltage
% "c‘é % 5, A8, dépendant
$3%%
. % ¢
%238 e
22 transportvesiculairele
¢ long de 'axone
s endocytose

compensatrice

canal Ca2+ Voltage dépendant
V-snare

récepteur nicotinique a
[acétylcholine

T-sn 3
i_.%re influx d'ions Na+, can
ionique ligand dépe

(diffusion facilité

i exocytose

Transports individuels et de masse dans un neurone
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Potentiel d'Action (durée 2 ms) omv
quelques ms apres la stimulation
+30mv
il F0mv
stimulstion potentiel de repos (canaux
-90 mv de fuite a K+ et pompe

Na+/K+ ATP dép)

axone géant

de Calmar 2
potentiel de repos (canaux

de fuite a K+ et pompe
Na+/K+ ATP dép)

repolarisation et
hyperpolarisation (canaux
K+ voltage dépendants,
ouverture retardée)

dépolarisation (canaux
Na+ voltage dépendants,
ouverture précoce)
ddp enmvV 4 nombre de canaux voltage dépendants
ouverts par unité de surface

canaux Na+ voltage
dépendants

canaux K+ voltage
dépendants

+30 mV

stimulus>valeur seuil

-70mv

o [Na]

T mec

[Na+] période réfractair

7,5nm

mec

7,5nm

o) 0 mic
[K+]
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mic glucose
transport actif secondaire

f-::
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.n"» )

HModele du eycle de pompage de la pompe NalK ATY dépendante

ENCPB- BCPST |- STEPHANIE DALAINE

|‘) r‘;‘l\l ‘

S-GLT: symport Sodium_glucose:
transport actif secondaire

exocytose constitutive: S-GLT

G‘\f

GLUT: permease a glucose:

it

transport passif facilite

(k+) ATP transport passif facilité

flux de glucose ﬁ
(micromol.L-1.s-1)

ATP

flux réel mesure (diffusion
simple + facilitéee)

. flux dans bicouche lipidique
-~ (diffusion simple s.s.)

)

[glucose]ext (micromol.L-1)

Les flux de matiere au sein d'un entérocyte
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transport actif secondaire

maltose dipeptide
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SUJETS DE SYNTHESE

Les membranes

I'asymétrie membranaire

les lipides membranaires

Roles biologiques des lipides

Les membranes, des structures dynamiques
La membrane plasmique, une structure fluide

La membrane plasmique : une mosaique fluide : justifiez, discutez Endocytose et exocytose

Les flux membranaires

Les transporteurs membranaires

Le potentiel transmembranaire

Les canaux ioniques

Les échanges d’ions de part et d’autre d’'une membrane
La perméabilité membranaire

Les transports actifs

Les transports passifs

Endocytose et exocytose

Diffusion simple et diffusion facilitée a travers la membrane plasmique
Le passage des ions minéraux a travers les membranes
Le passage du glucose a travers les membranes

Les transports actifs a travers la membrane plasmique
Le transport passif des solutés

Transports actifs primaires et secondaires

Les membranes et les ions

La membrane Iasmiiue, une surface d’échanges
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