BCPSTI, Lycée Hoche Chaprtre I B1 : organisation des membranes

Figure 1 : étude des protéines membranaires par digestion sélective
(in Pécru et al, Dunod, 2006)

On réalise une digestion sélective des protéines membranaires par la trypsine, une protéase
(enzyme hydrolysant les protéines). La trypsine est une molécule non perméante = qui ne traverse
pas la membrane.
On extrait ensuite les protéines et on les sépare par électrophorése = migration des protéines
dans un champ électrique (sur gel de polyacrylamide SDS : SDS-PAGE).
Puis on réalise la méme expérience en rendant la membrane permeéable : 'enzyme est alors
localisée dans le milieu extracellulaire et dans le milieu intracellulaire.
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Procédure expérimentale utilisée
pour déterminer la situation topographique des protéines membranaires.

Analyse des résultats :

> Avant la digestion sélective :

> Digestion sélective de la membrane intacte :

> Digestion sélective de la membrane perméabilisée :
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Figure 2 : profil d'hydrophobicité de la lactose perméase
(in Shechter, Dunod, 2000)
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Profil d'hydrophobicité et topologie de la lactose perméase de Escherichia coli.
a: profil. Il est obtenu en utilisant une fenétre de 11 acides aminés. L'échelle d'hydrophobicité utilisée
est celle de Kyte et Doolittle. Les douze domaines hydrophobes correspondant a autant de segments
transmembranaires en hélice o sont dénotés de T a XII.
b : topologie. La position de certains acides aminés chargés est représenté au sein des hélices. On note
que certains domaines extramembranaires reliant deux hélices successives dans la séquence sont relati-
vement courts (hélice IIT a IV, hélices V a VI, hélices IX a X).
(D'apres Jung, K., Jung, H., Wu, J., Privé, G.G. et Kaback, H.R. (1993) J. Bioener. Biomemb. 25,
627-635.)

Figure 3 : utilisation d'une protéine reporteur
(in Shechter, Dunod, 2000)
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Principe de la détermination de la topologie d'une protéine membranaire exprimée chez
Escherichia coli par la technique de la fusion de géne avec la phosphatase alcaline. ' ’
La protéine membranaire hypothétique est constituée de 3 segments transmembranaires, d'un domaine
périplasmique et d'un domaine cytoplasmique. Aucune activité phosphatase alcaline (ou une activite
faible) n'est détectée si la fusion a lieu en 1 au niveau du domaine cytoplasmique ; une activité €levée
est détectée si la fusion a lieu en 2 au niveau du domaine périplasmique.
(D'aprés Manoil, C., Boyd, D. et Beckwith, J. (1988) TIG 4, 223-226.)
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Figure 4 : organisation fonctionnelle de la membrane
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Figure 5 : 3 catégories de protéines en fonction de leur disposition dans la membrane
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Figure 6 : les radeaux lipidiques
(in Lodish)
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and proteins colocalize in lipid rafts. The results of biochemical

studies suggested that GM1, a glycosphingolipid, and placental
alkaline phosphatase (PLAP), a lipid-anchored membrane protein,
aggregate together into lipid rafts, whereas the transferrin
receptor (TfR), which traverses the entire membrane, does not.
To locate these components in the intact plasma membrane,
cells were treated with fluorescence-labeled cholera toxin
(green), which cross-links closely spaced GM1 molecules, and
with fluorescence-labeled antibodies (red) specific for either
PLAP or TfR. Each antibody can cross-link closely spaced
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molecules of the protein that it recognizes. Cross-linking causes
the proteins or lipids to form larger patches that can be detected
by fluorescence microscopy (see Figure 5-42). (a) Micrograph of a
cell treated with toxin and with anti-PLAP antibody shows GM1
and PLAP colocalized in the same patches (yellow). This
copatching suggests that both GM1 and PLAP are present in lipid
rafts that coalesce in the presence of the cross-linking reagents.
(b) Micrograph of a cell treated with toxin and with anti-TfR
antibody shows that GM1 and TfR reside in separate patches
(i.e., red and green), indicating that TfR is not a raft-resident
protein. [Micrographs from T. Harder et al., 1998, J. Cell Biol. 141:929.]

Figure 7 : les jonctions étanches empéchent la diffusion latérale
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