Neutrophile poursuivant une bactérie

Plan du cours

» Anatomie des protéines.

Stabilité des protéines.

» D’ou vient I'information structurale sur les protéines et
que vaut-elle ?

+ Autoroutes et systéemes motorisés dans la cellule:
microtubules et kinésines.

* Peut-on vaincre le virus de la grippe ?

Voies de communication et
systémes motorisés dans la cellule

* Role des microtubules
» Structure des microtubules
» Base structurale de I'instabilité dynamique

* Le mécanisme d’action des médicaments anti-
cancéreux ciblant la tubuline

* Mouvements cellulaires
* Les moteurs qui se déplacent sur les microtubules

Page



(b) Subunit
f—%

o-Tubulin  GTP GDP J-Tubulin
\ /
\ /

\\‘+ / 8 nm

Protofilament{ 24 nm

Page

¢ ¥
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13 protofilaments

ot

de microtubules in vitro

Microtubule +end

X

L {,\, v

2 v
'f “ \ a-Tubulin
o )

oy
a8
l‘ < g >

n

Microtubule - end




Microtubule length (um)

50

40

30

20

10

Catastrophe

Disassembly

30 60
Time (min)

90

Page

Voies de communication et
systémes motorisés dans la cellule

* Role des microtubules
Structure des microtubules
» Base structurale de I'instabilité dynamique

* Le mécanisme d’action des médicaments anti-
cancéreux ciblant la tubuline

* Mouvements cellulaires
* Les moteurs qui se déplacent sur les microtubules
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Voies de communication et
systémes motorisés dans la cellule

* Role des microtubules
» Structure des microtubules
» Base structurale de I'instabilité dynamique

* Le mécanisme d’action des médicaments anti-
cancéreux ciblant la tubuline

* Mouvements cellulaires
* Les moteurs qui se déplacent sur les microtubules




Colchicine

” L’'un des traitements les plus efficaces contre les
* Colchicine douleurs dues aux attaques de goutte

* Vinblastine

Colchicum autumnale

Vinblastine

Un des médicaments les plus utilisés en chimiothérapie
antitumorale, en particulier contre la maladie de Hodgkin.

Catharantus roseus Gigant et al. (2005) Nature
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Voies de communication et
systémes motorisés dans la cellule

* Role des microtubules
» Structure des microtubules
» Base structurale de I'instabilité dynamique

Le mécanisme d’action des médicaments anti-
cancéreux ciblant la tubuline

Mouvements cellulaires
Les moteurs qui se déplacent sur les microtubules

Organelle Transport in Squid Axoplasm

Lodish et al. (2000)
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Motor Proteins & Cellular Motility
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Voies de communication et
systémes motorisés dans la cellule

* Role des microtubules
» Structure des microtubules
» Base structurale de I'instabilité dynamique

* Le mécanisme d’action des médicaments anti-
cancéreux ciblant la tubuline

* Mouvements cellulaires
* Les moteurs qui se déplacent sur les microtubules

La famille des kinésines : un moteur,
de nombreuses fonctions?
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Mitose et meiose
Transport d’organelles
Lawrence et al. 2002
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Crossbridges between Microtubules
and Organelles

Miller & Lasek, J. Cell Biol.
101: 2181 (1985)

Ashkin et al., Nature
348: 346 (1990)

Structure of Kinesin




Rat Kinesin Dimer

10 nm

Sped up 25X
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Microtubule Gliding Assay

Glass microscope slide

Hydrolysis of ATP
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ATPase assay

Kinesin g Microtubules
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Microtubule-Stimulated ATPase Rates of
Single Kinesin Molecules (Attached to Beads)

. Kinési .
ATP +microtubules = ADP + P, + microtubules
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Que les structures nous apprennent elles ?

Kozielski et al. (1998)
Nogales et al. (1999)




Comment la marche des kinésines est-
elle liée a I’hydrolyse de ’ATP ?

Les kinésines détachées des microtubules ont une forte affinité pour I’ADP, une
faible affinité pour 'ATP et une faible activité ATPase.

Les kinésines vides et kinésines*ATP ont une forte affinité pour les microtubules. Les
Kinésines*ADP ont une faible affinité pour les microtubules.

Les kinésines*MT ont une forte activité ATPase.

L’addition de 'ATP a des kinésiness’ADP+*MT accélére x5000 le largage de I’ADP par
la téte non fixée au microtubule.

Les kinésines a une téte se détachent des microtubules beaucoup plus lentement que
chaque téte d’'une kinésine a deux tétes. 5

ATP

) ® ® @

Total Internal Reflection Fluorescence
(TIRF) Microscopy

excited molecules

Techniques d’observation

* TIRF
* Fluorescence de molécules uniques
* Pinces optiques

Total Internal Reflection
Fluorescence Microscopy (TIRF)

Fluorescence

Imaging area - 75 nm x 55 nm
GFP-MCAK on microtubules
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Single-molecule motor assay for
conventional kinesin
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Movement of single kinesin molecules
alona microtubules

Speed 0.45 nm/s

Bead Motility Assay

25 nm
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Tubulin dimer @@ Microtubule




Les kinésines marchent sur les microtubules
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Kaseda et al. (2003)
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Pinces optiques

bead

Position (nm)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Time (s) Visscher et al. 1999
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Les protéines : des machines
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Résumé : kinésines moteurs

Les Kinésines associent un cycle chimique (hydrolyse de ’ATP) et un cycle
mecanique(mouvement de la protéine)

Les étapes chimiques et mécaniques sont strictement couplées

Economique a faible charge: >90% des ATPs hydrolysées produisent un pas
Travail maximal = 8 nm x 6 pN = 48 pN-nm

Efficacité : W/AGprp = 48 pN-nm/100 pN-nm ~ 50%
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‘?ésolution: 22A

Ce que I'on peut retenir ...

Tubuline et microtubules
¢ Seule la tubuline-GTP s’assemble en microtubules

* L’assemblage en microtubules est accompagné de I’hydrolyse du
GTP; c’est la cause de I'instabilité dynamique des microtubules

* Dans les microtubules, la tubuline est ‘droite’; elle est ‘courbe’ en
solution

Kinésines
* Le mouvement des kinésines est accompagné d’hydrolyse de
I’ATP

* Le pas du mouvement est de 8 nm (dimension d’un hétérodimeére
de tubuline)

¢ Les kinésines sont des moteurs extrémement efficaces




