conformation des protéines
membranaires dans la membrane

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

microscopie électronique

* Alphafold



La structure des protéines membranaires intégrales

Pas de structures
désordonnées traversant la
membrane
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Cas des protéines intégrales de la membrane externe
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conformation des protéines
membranaires dans la membrane

* Topologie des protéines membranaires dans la
membrane



La topologie
des protéines membranaires intégrales:

C’est quoi la topologie ?

Comment peut on la determiner ?



Détermination de la topologie
des protéines membranaires intégrales:

e |nsilico:

Le profil d’hydrophobicité

* Methodes expérimentales:

Le plus souvent sur vésicules membranaires
- Glycosylation

Protéines rapportrices a activité enzymatique (Phosphatase
alcaline, [3-galactosidase)



Le Profil d’hydrophobicité

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

puis
de faire une prédiction

sur la position des segments transmembranaires
de la chaine polypeptidique



Bases théoriques de l'algorithme:

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

La répartition de ces acides aminés hydrophobes
ne devrait donc pas étre étre similaire a celle qui
prévaut dans les protéines solubles.

Les acides aminés hydrophobes devraient étre
regroupés dans certaines régions de la chaine
polypeptidique

Ces régions ou « clusters » devraient étre

constituées de 20 a 30 résidus environ (épaisseur
de la membrane)




Comment identifier les régions
contenant majoritairement des acides
aminés hydrophobes ?

Quantifier le caractere hydrophobe
des acides aminés

Tracer le profil d’hydrophobicité



Indice d’hydrophobicité
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AMINO ACID

Isoleucine
Valine
Leucine
Phenylalanine
Cysteine/cystine
Methionine
Alanine
Glycine
Threonine
Tryptophan
Serine
Tyrosine
Proline
Histidine
Glutamic Acid
Glutamine
Aspartic Acid
Asparagine
Lysine
Arginine

échelle de Kyte et Doolittle
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Comment tracer
le profil d’"hydrophobicité d’une protéine ?

0 50 100 130
X o T ——r—T
@ 3F
=
=
_E‘ 5 ) |Hydrophobic
§_ W\ Hydrophilic
s J
g e e e —
0 50 100 130

Une maniere de visualiser des régions riches
en acides aminés hydrophobes

Notion de fenétre



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

Permet de prédire uniquement la position des hélices
o transmembranaires

Utile pour identifier les protéines membranaires a
partir des données de génomique

Ne permet pas de prédire les brins [3 amphipatiques
d’un tonneau 3

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

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



Notion d’hélices membranaires
amphipatiques

* Face hydrophobe
* Face hydrophile



Représentation en roue hélicoidale
des segments transmembranaires

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



Autres méthodes pour faire des predictions
de Topologie

» Glycosylation

* Protéines rapporteur a activite
enzymatique (Phosphatase alcaline, -
galactosidase)



Glycosylation

* Certaines protéines sont glycosylées

* La glycosylation des protéines eucaryotes se
fait dans le golgi: sur aa d’'un segment
protéique qui sera topologiguement a
I'exterieur de la cellule



Glycosylation

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

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



Fusion de gene
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Modele topologique de ComD (profil d’hydrophobicité)
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Exemples de protéines de fusion:
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Extracellular L8 | T110 ] | P187

A
N [T | mT ml mq{ml m.l_E
Intracellular A]?J 3150 _A224<
La phosphatase alcaline est active
dans le périplasme
B Elle n’est pas active dans le cytosol

(pH trop acide)
GF-A70

La B-Galactosidase est active

dans le cytosol

Elle n’est pas active dans le périplasme
(mauvais repliement)

GF-S150

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



Biochimie Membranaire

Introduction - Réles et importance des membranes biologiques
1- Lipides et protéines membranaires / dynamique membranaire
2- Etude expérimentale des protéines membranaires

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



DIFFUSION

PASSIVE FACILITEE

Soluté Soluté Soluté
TRANSPORTEUR CANAL

TRANSPORT ACTIF

PRIMAIRE SECONDAIRE
S transporté S transporté S transporté

S' (moteur)
ANTIPORT SYMPORT



Les transporteurs

solute

ipid "pong” <> "ping"

bi Iaye
QUTSIDE
electr ochem cal
@ @ T— grad ient
INSIDE

carrier protein mediating
facilitated diffusion



Exemple du Transport du Glucose

Diffusion du D- et du L-glucose

Diffusion

Glucose int
facilitée A
Diffusion
| D-glucose ///
passive
L-glucose L
7/

temps
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(a)

Simple diffusion
without transporter
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AGsimple
diffusion

with transporter

Diffusion
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(b)

Transporter



Transporteurs GluT

O Hydrophobic

O Polar

@ Charged

Outside
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—Ser—Leu—Val—Thr—Asn—Phe—Ile—

(b)
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Caractéristiques cinétiques des

transporteurs
S int —» Sext
V initiale
t1/2 terﬁpS




Deux parametres cinétigues importants:
Vitesse maximale et Constante de transport

Diff Passive + facilitée

4

»

V initiale
V max

Diff facilitee

Diff Passive

o

EN— >

KT [ glucose ext |




Détermination graphique de V., et K,




Transport du glucose dans l'organisme:

Le sens du transport depend uniguement du
gradient de concentration de glucose

Glucose ,
Qutward-facing Inward-facing
& glucose-binding Bound 9““ oS0 glucose-binding site

/ site Glucose
Exterior ﬁ‘
Plasma R '=)
membrane e A —
Cytosol

1 @ @ ’ ®

La plupart des cellules: sang — cellule

glucose symport

lateral

carrier protein

Foie: cellule — sang si tx sanguin diminue

Cellule intestinale: cellule —— sang

domain




Les transporteurs GluT

Les isoformes du transporteur de glucose

Isoforme | Tissus majoritaires KTt
mM
GluT1  |Erythrocytes 1,5
GluT?2 Foie, cell [3 pancréatiques |20
GluT3 |Cerveau, nerf 0,5
GluT4 Muscle, tissu adipeux 5




A C-domain A motif

1

M8 y € M9 }

310

320 325 330 335 340 345 350

cwrt PicsEivlltarrvvBLrvvEraGlRTLHLIGLAGMAGCAIL 350
GLUT3 TIGAGVVNTIFTVVSLFLVERAGRRTLHMIGLGGMAFCSTL 348

C-domain SP motif

A motif

i

M12 }

GLUTT PYVFIIFTVLLVLFFIFTYFKYV
GLWUT3 AYVFIIFTGFLITFLAFTFFKV

98]

2-Deoxy-D-glucose uptake
pmol/ oocyte/ 30 min
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Les valeurs de K; permettent de prédire
comment varie la vitesse d’entrée du
glucose en cas d’hypoglycémie ?

* La vitesse varie tres peu dans les cellules du
cerveau

 La vitesse diminue legerement dans les
érythrocytes

e La vitesse diminue significativement dans les
muscles, le foie les tissus adipeux




Le K élevé des cellules du foie implique
une augmentation de la vitesse d'entrée du
glucose en cas d’'hyperglycemie

o1
o
o

250

Initial rate of glucose uptake, V,

GLUT1 (erythrocytes)

GLUT2 (liver cells)

Passive diffusion

I
0 1T234567891011121314
K

External concentration of glucose (mM)



Effet de 'augmentation de la vitesse
d'entrée du glucose dans le foie et dans
les cellules du pancreas

cellules pancreatiques foie

Glucose Glucose




Cible de l'insuline: muscles et tissus adipeux

Comment faire pénétrer plus de glucose ?
Externalisation de GluT4

®

When insulin interacts with its receptor, vesicles
move to surface and fuse with the plasma
membrane, increasing the number of glucose @

. transporters in the plasma membrane.

Insulin ¥ When insulin level drops,
\v glucose transporters are

removed from the plasma
membrane by endocytosis,

® o
ﬁ / é {Y % &Nrming small vesicles.
? Glucose %

Insulin receptor ¢ ¢
Plasma ransporter

Y
Coe ;{7
[

“stored” within cell in

membrane vesicles. %

< /
R Vi =
\g =

. Va

Patches of the endosome enriched for é % amiller
glucose transporters bud off to become e h . vilh

small vesicles, ready to return to the % larger endosome.
surface when insulin levels rise again.



Autre exemple de transporteur:
" ATP/ADP translocase

Inner mitochondrial

membrane
W
Translocation of H'
H,0+4 during electron transport
OH &
2 OH M tr.
atrix
HPO, —s PO,
Phosphate transporter
ADP’ & ADP”
ATP*
AT | ATP*™ + OH

ATP/ADP antiporter

ADP'™ + HPO,?

. N
H

concentration

! = dtitrantt : Membrane

9 > electric

potential
Intermembrane

space J



ATP/ADP translocase

s ot ADP == ATP
(ATP) S
N S (ADP)\ s
/ZADP) / (ATP)
k3
TSmat TScyt

k4






Les canaux

lon channels
(10’-108 ions/s)

bil ’_;‘1,_‘.
v RECSRRaE
)
@

Closed

Open



Les differentes categories de
canaux

voltage- ligand-gated ligand-gated mechanically
gated {extracellular (intracellular gated
ligand) ligand)

- v e
N
SRR




Comment etudier un canal ?

gentle suction

I

(A)
glass
micropipette -~
tight
seal
\
\\
\ cell
ion channels \_ 7 membrane
/"\‘r‘—‘ ‘—-_‘ '
| MM

CYTOSOL

=1 um=—e
(B)

pull micropipette
away from cell
to detach the
patch of
membrane



Canal isolé ou cellule entiere
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-60 mV

-30 mV

0O mV

+30 mV

+60 mV

propriétés d’ un canal

Symétrique
i
e U

Dissymetrique
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mOo

U

Probabilité d’'ouverture
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Canaux « voltage déependants »

Two channels open

simultaneously
Closed Open —
Membrane
potentlal—ﬂ I ﬂ ” l m?r I‘lr l " —ﬂ_ }g_
+50 mv — . L) S

+20mv U T L L 1L

—10 mv _M_7 LI 1 nn 1 A o

—

~"

200 ms

RESTING ~— ———s OPEN

“}N NH.’



Une structure conservée

(a) Voltage-gated K*channel (tetramer)

BB

VA VA VAV

(b) Voltage-gated Na*channel (monomer)

- Inactivation
ore segment
9 COO-

Exterior

Cytosol

Voltage-
sensing
helix

*H,N




Vﬂ“f+

Les canaux voltage dépendants sont responsables
de la propagation du potentiel d’action:
lls permettent de véhiculer une information
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Time:
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Time: 1 ms
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