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INTRODUCTION

@ Dans le corps humain: 10214 cellules +
10715 bacteries non pathologique

® Cellule = 70% eau + 30%
macromolecules, ions et petites
molecules

=> 3 Principes fondamentaux

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Rappel:

ADN

!

ARN

!

Protéines

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite






Prokaryotic Cell Structure
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Lysosome

Smooth endoplasmic

Secretory vesicle

Peroxisome

Pas de Noyau ni d'organites
Traduction co-transcriptionnelle
Cellule de petite taille

Présence d’'un Noyau et d'organites

Traduction post-transcriptionnelle

Cellule de grande taille
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Systeme Endomembranaire

® Ensemble de cavites delimitées par des
NEIlJERES

® Communication via des vésicules
membranaires

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite
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nuclear
nuclear membrane

envelope

inner
nuclear
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nuclear
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Le Tutorat est gratuit. To

EREigure 12-9. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Systeme Endomembranaire

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



steme Endomembranaire

P

Face cis
(pour la réception)

Vésicule de
transition
provenant
du RE

Vésicule
en voie de
formation

Face trans
(pour l'expédition)

1 par cellules
Nombreux dictyosomes : il N
Role majeur dans I'exocytose f de sce o
Lien entre RE et membrane plasmique

Régule le transport vésiculaire

Roéle dans la maturation protéique

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Systeme Endomembranaire
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Particules d"ATP Synthase

Espace nter-membranare |/

\ Membrane interne
Membrane axteme

Source d’énergie principale de la cellule
Produit de I'ATP
Posséde une partie de l'information génetique

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



PEROXISOME

Anatomy of the Peroxisome

Lipid
Bilayer

: Urate Oxidase
Figure 1 Crystalline
Core

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Organites isolés

O)

Actin subunit
|

(a) Microfilament

/- Fibrous subunits

b

(b) Intermediate filament

¢) Microtubule



Cytosol

@ Pas un organite
@ Phase liquide ou baigne les organites

cytosol

membrane







Evolution Cellulaire

® 3 groupes, 1 ancétre commun = LUCA

@ Eu-bacterie (=bacterie) (=procaryote)

® Archae-bactérie => Se rapproche des
Eucaryotes

® Eucaryotes

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite






MONDE ARN (ribozyme)

Par traduction (invention des prot) ¢

Monde RNP (ARN polymerase)

Par transcription inverse (invention de I'ADN)

Monde ADN (ADN polymeérase)

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente




Phase G1
Phase S
Phase G2

Caryocinése
Cytocinése

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Multiplication-cellulaire

@ Arrivé en GO plusieurs possibilites

® Entrée en phase S

® Quiescence

® Sénescence

® Différenciation

® Mort (Apoptose + Nécrose)

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite
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Cellules souches

@ 4 catégories:

» Totipotente
» Pluripotente
e Multipotente

e Unipotente

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente

est interdite



Cellules-souches embryonnaires

OMBOMNONNO

Pluripotente (stade Blastocyste)

Pas de rejet
Probleme éethique

Probleme de tumeur

Le Tutorat est gratuit. Toute

est interd

ADN retiré d'un ovocyte

Cellules de la peau
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type1
ADN transfere
dans I'ovocyte
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Différenciation.en cellules
pancreatiques productrices
d'insuline

Cellules souches embryonnaires



Pr Yamanaka
Cocktail magique

Aucun probleme éthique
En cours de developpement

Addition (induction) de génes pluripotents

Culture cellulaire

SR

Celule somatique

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite

Cellules souches
pluripotentes
induites

_ @



Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite




QCM 1

A propos des cellules

A) Dans le corps humain on peut retrouver 10 fois
plus de bacteries pathologiques que de cellules

B) La levure (étre unicellulaire procaryote) ne
possede pas de noyau, ni d’'organites

C) Afin de produire des protéines, les cellules
traduisent TARNmM en protéines

D) La cellule est l'unité structurelle et fonctionnelle
du vivant

E) Les réponses A,B,C et D sont fausses

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



QCM 1

A propos des cellules

E) Les réponses A,B,C et D sont fausses

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



QCM 2

A propos du systeme endomembranaire

A) Le réticulum endoplasmique granuleux (REG)
permet la synthese de protéines et de lipides

B) Dans une cellule, les nombreux appareils de
Golgi ont un réle majeur dans l'exocytose

C) Les differents eélements du systeme

endomembranaire sont connectés via un systeme
de vesicules

D) La mitochondrie sert a produire de 'ATP
E) Les reponses A,B,C et D sont fausses

LTtttgttTtpdt
est interdite




QCM 2

A propos du systeme endomembranaire

E) Les reponses A,B,C et D sont fausses

% Tutdrat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



La Microscopie

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



METHODES D'ETUDES DE LA CELLULE

- Reésolution: entre 0,2mm-200 - Reésolution: entre 200nm-0,2nm

nm
- Cellules mortes

- Cellules vivantes
- Adaptée a I'observation des

- Adaptée a I'observation des molécules
cellules

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite






Microscopie Optique (= photonique)

® Microscopie optique conventionnelle
@ Microscopie a contraste de phase

® Microscopie a fluorescence

® Microscopie confocale

@ Microscopie a super résolution

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Microscopie optigue conventionnelle

® Observation en lumieéere directe

® Observation de tissus fixes, rigidifiés,
coupes et colores => Mort de la cellule

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Etudie cellules vivantes
Amplification du dephasage

=> Microscopie time-lapse

ONDES EN {
<

PHASE

/ellule (incolore)

ONDES
DEPHASEES




Observation indirecte par emission de
photons en greffant des fluorochromes

filtre
d'excitation

miroir
Zource dichroique
e

lumiere

Le Tutorat est gratu;t. T ctiog_oué\ée'%enti“on
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Microscopie a super résolution

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite







LA FLUORESCENCE

® Permet la visualisation indirecte de
molécules en MO

® Molécule fluorescente = fluorochromes
©@E=hc/A

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Naturellement fluorescente =
propriete intrinseque
Fluorophore de 3 AA

Absorbe dans le emet
dans le

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Fluorochromes

® Absorbe dans le emet dans le

® Absorbe dans le emet dans le

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Introduire un fluorochrome

Plusieurs méthodes:

® Micro-injection
® Electroporation
® Vectorisation par vesicule

® Expression d'un gene codant pour une
proteine fluorescente

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Microinjection

Cytoplasm

Host call

Nucleus

Traitement cellule / cellule par
micropipette en verre
Travaille long et fastidieux

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Choc électrique = trous transitoires dans la MP =
entrée des fluorochromes
Méthode traumatisante

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Methode la plus naturelle et douce

Fusion des vesicules contenant les
fluorochromes avec la MP

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Expression d’un gene codant

pour une protéine fluorescente

® Greffe de la sequence GFP au gene
d’'intérét

@ Introduction du gene hybride dans la
cellule d'interét =

@ Le gene sera transcrit en proteine
fluorescente

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



DEMONTRER/ SUGGERER

® = aucune autre interpretation
possible

® = Interpréetation la plus
plausible mais pas la seule

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Etude de la localisation cellulaire d’une protéine X

/"R ADUC TioN

La fluorescence est membranaire : suggestion forte que la protéine X est membranaire

On que GFP-X est
membranaire

On que X est membranaire



Ses=as

Etude des interactions intra/intermoléculaires
Transfert d’énergie non radiatif

Greffe de fluorochromes a des molécules a
etudier

Excitation du 1¢" fluorochrome qui excite le 2@

2 conditions: distance <10 nm +
chevauchement des spectres
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" 630nm

Le Tutorat est gratuit. e reproduction ou vente
est interdite



Applications de la fluorescence
FRAP

@ Technique de photoblanchiment

@ Irradiation d’'une zone préecise dans la
cellule = perte de la fluorescence

® On observe le retour de la fluorescence

Fluorescence in the
bleached areo

3
R



Applications de la fluorescence

FLIP
® lrradiation d’'une zone en continue

® On observe la disparition de la
fluorescence dans une autre zone que
celle irradiee




Applications de la fluorescence
Fluorescence Induite

@ Utilisation de colorants
® Visualisation des acides nucleigues

T iWg Hoescht & DAP]
LR S => bases A-T

Intercalants =>
entre double brin
d’ ADN

bu vente




Immunofluorescence indirecte
Proteine joue le role dAG
Utilisation d’AC monoclonaux

Anticorps primaire : reconnait la proteine

Anticorps secondaire : couple a des
fluorochromes, reconnait les AC
primaires

Indirect

Antigen

’ /I\ Primary Antibody

J Secondary Antibod

. Fluorophore




Pour differencier 2 proteines differentes:
2 AC primaires d'especes differentes
2 AC secondaires d’'especes differentes
AC primaires et secondaires pas de la
mEme espece
Fluorochromes des 2 AC secondaires de
couleurs differentes

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



FISH

Fluoresence In Situ Hybridization

probe DNA Denature
& ’//’: & Hybridize

Labeling with

fluorescent dye  / 2//'







Microscopie Electronique

@ Microscopie electronique a Transmission

® Microscopie électronique a Balayage

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Canon a électrons

faisceau d'électron

M M condenseur

échantillon
sous vide

’\ faisceaux diffractés

m lentille magnétique

image sur un

ecran UorescCent: inicrdie

Le TLﬁ)rat est gratuit, Toute repr(

Echantillon fixe,
deshydrate, inclus en
resine d’Epoxy

Utilisation d’agents de
contraste




Microscopie électronique a transmission

® Electrons traversent I’'échantillon

@ Contraste entre zones permeables et
non permeéables

@ Techniques specialisées:
e Marquage a l'or
* Ombrage
* Cryomicroscopie

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



L'or ne laisse pas passer les électrons
Marque specifiquement les molecules

AC dirigé contre la protéine a visualiser
Proteine A couplé a l'or

Anticorps

Antigéne (protéine a visualiser)




Echantillon bombarde de metaux lourds
Replique en meétal de I'echantillon
Dissolution de I'echantillon
Visualisation indirecte

Electrons ne traversent pas




Echantillon congelé puis fracture sous vide =
cryofracture

Couteau passé entre les 2 feuillets de la MP

Sublimation de la couche superficielle =>
augmente les reliefs

Vaporisation d’une fiche couche de platine et
carbone => repliqgue (augmente les
contrastes)

Dissolution de 'objet

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Microscopie électronique a balayage

® Resolution plus faible : 10 nm

@® Visualisation de la surface des cellules
et tissus

® Electrons sont réfléechis a la surface
® Recuellle des électrons secondaires
® Etude sur des échantillons vivants

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite






Microscopie a force atomique

@ Image directe de I'échantillon a I'echelle
atomique

® Mesure des volumes

@ Utilisable en phase liquide

@ Pas de coloration

® Non destructive

@ Balayage de I'echantillon avec une pointe tres
fine

® Reésolution egale ou supéerieur a la ME

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



Plus la pointe est fine meilleure est la resolution

mouvement de
la pointe

courant electnque
par effet tunnel

mouvement
d o baatlrayaggfepmmon ou vents



Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



QCM 3

A propos de la fluorescence

A) Il faut modifier le fluorophore de la GFP pour lui
permettre d'étre fluorescente en dehors de la méduse

B) La technique du FRET repose sur un transfert

d'energie radiatif entre deux fluorochromes greffés aux
molécules a étudier

C) La GFP absorbe dans le vert et émet dans le bleu

D) Dans l'utilisation de I'immunofluorescence indirecte
les AC primaires couples a des fluorochromes se fixent
aux AC secondaires

E) Les reponses A,B,C et D sont fausses

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



QCM 3

A propos de la fluorescence

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



QCM 4

On souhaite étudier la localisation de la protéine Carapaze (enzyme conférant a
Tortank la capacité d’utiliser Hydrocanon) ainsi que celle de la Mignonaze (enzyme
conférant a Pikachu son cété trop mignon).

On utilise la microscopie a fluorescence en couplant des anticorps primaires de
Nosférapti contre la Carapaze et des anticorps primaires de Bulbizarre contre la
Mignonaze.

Avec l'utilisation d’anticorps secondaires, comment fait-on pour visualiser
séparément la Carapaze et la Mignonaze?

A) Anticorps de Magnéti anti-immunoglobuline de Psykokwak couplés a la GFP et
anticorps de Psykokwak anti- immunoglobuline de Magnéti couplés a la rhodamine.

B) Anticorps de Galopa anti-immunoglobuline de Magnéti couplés a la GFP et
anticorps de Kangourex anti- immunoglobuline de Psykokwak couplé a la
fluorescéine.

C) Anticorps de Bulbizarre anti-immunoglobuline de Bulbizarre couplés a la
fluorescéine et anticorps de Rondoudou anti- immmunoglobuline de Nosférapti
couplés a la rhodamine.

D)Anticorps de Metamorph anti-immunoglobuline de Nosférapti couplés a la
fluorescéine et anticorps de Miaouss anti- immunoglobuline de Bulbizarre couplés
a la rhodamine.

E) Les reponses A,B,C et D sont fausses

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



QCM 4

On souhaite étudier la localisation de la protéine Carapaze (enzyme conférant a
Tortank la capacité d’utiliser Hydrocanon) ainsi que celle de la Mignonaze (enzyme
conférant a Pikachu son cété trop mignon).

On utilise la microscopie a fluorescence en couplant des anticorps primaires de
Nosférapti contre la Carapaze et des anticorps primaires de Bulbizarre contre la
Mignonaze.

Avec l'utilisation d’anticorps secondaires, comment fait-on pour visualiser
séparément la Carapaze et la Mignonaze?

E) Les reponses A,B,C et D sont fausses

Le Tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente
est interdite



