St Gigi ECUE1 : Biologie cellulaire

LE CYCLE CELLULAIRE

Bienvenue dans la version complete de cette incroyable fiche sur le cycle cellulaire. Mes commentaires seront en italiques. Au
programme dans cette fiche, quelques notions en plus qu’a la TTR. Mais pas de panique tu en es largement capable. Alors prends
une grande inspiration, expire tranquillement et plonge toi dans ce cours passionnant (... ou presque).

)j REGULATION DU CYCLE CELLULAIRE :

« Le réve d’'une bactérie est de devenir deux bactéries »

a dit Francgois Jacob (prix Nobel frangais en biologie moléculaire).

> Cette phrase s’applique pour les procaryotes (bactérie) = vont devenir 2 bactéries par défaut.
=» Moins vraie pour les eucaryotes (cellule de notre corps par exemple) = recevoir un ordre pour

devenir 2 cellules.

Ces événements qui sont associés a cette division cellulaire s’appelle : le cycle cellulaire. Le but est
qu’une cellule parentale donne deux cellules filles identiques. 5 &

/// \
( //s || Parental cell (2n)
\ / in G,
- /
\ /
DNA replication 2
-
{{ \| Parental cell (4n) § Y 3-
h / ) inG; / ’- \
Chromatid 7~~~ { 4 A )
| .;: (  Anaphase cell
Mitotic ——Z_ =70\ q_,v 4.
apparatus ‘%“‘ Metaphase cell y N2 55
N , Cytokinesis
’/‘ \ "\/‘ \'!"- Daughter cells

W) W) -~ / >

On a une cellule eucaryote diploide en phase G1=

nombre double de chromosomes dit 2n. (1 paire de
chaque chromosome a une chromatide).

La phase S (synthése) = phase de réplication.

Elle donne des cellules en phase G2 qui ont 4n
chromosomes. (1 paire de chaque chromosome a
deux chromatides).

Phase de division avec séparation des chromosomes
en deux cellules filles dans un processus appelé
l’anaphase ( )-

Séparation des cellules filles (avec les myosines de
type Il) qui contiennent maintenant 2n
chromosomes, aboutissant a la cytokinése.

/@ @Le cycle cellulaire est :

v" Une séquence ordonnée d’événements
v' Les chromosomes sont dupliqués

kles pathologies.

v" Une copie de chaque chromosome est ségréguée dans chaque cellule fille.

C’est donc un processus complexe dont il est essentiel de connaitre les
mécanismes, pour comprendre son fonctionnement et ses dysfonctionnements dans

~

o
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St Gigi ECUE1 : Biologie cellulaire Lilapoptose

A. Identification des mutants de progressions du cycle cellulaire:

On cherche des mutations conditionnelles = mutations dont 'effet délétére sur le cycle cellulaire ne
s’exprime que dans certaines conditions.

Dans des conditions favorables, elles poussent normalement. Dans des conditions moins favorables, on
peut étudier leur phénotype (lors du blocage cellulaire).

Mutations THERMOSENSIBLES Mutations CRYOSENSIBLES

Mutations ts : sensibles aux hautes températures Mutations cs : sensibles aux basses températures

On dit que la température est permissive : la mutation n’est pas exprimée = phénotype

sauvage (normal) &5 @
La température est non permissive : mutation s’exprime = phénotype muté. &

Partant de ce principe, ces mutations ont été identifiées et étudiées par un chercheur dans des cellules de
levures (cellules eucaryotes unicellulaire, qui ressemblent dans leur fonctionnement de base a nos
cellules a nous).

La partie de la colonie exprimant la mutation thermosensible est incapable de se diviser lorsque la
température s’éléve : ce sont des mutants thermosensibles.

Un crible de mutants thermo-sensibles de levure | %23

pour identifier des mutants du cycle cellulaire 2 Expérience de Li Hartwell
(L- Hartwell, 1974) » |l a fait pousser des levures a 23 degrés en
présence d’'un mutagéne pour augmenter le
23° C nombre de mutations.
: » |l les a étalées pour avoir des colonies a 23°C
+ mutagene P ! (température permissive)

» |l a fait des répliques de la boite a 23°C sur une
autre boite, cette fois a 36°C, par un geste trés

o . ’
2" C pu1s etalement simple.
\\_/ v) En temps normal, les cellules poussent et forment des
23° C colonies aussi bien a 23°C qu’a 36°C.
Réplique Mutant thermo-sensible Cependant, ce qu’il a observé c’est que certaines des
P4 colonies poussent a 23°C mais sont absentes a

G \\_/ ) 36°C !(®)
= Cela est di aux mutants thermosensibles,
’EI 23° C 36° C c’est a dire un mutant qui est incapable de se
Ce chercheur a isolé toute une série de diviser lorsque la température augmente.
génes (d’abord génétiquement, puis
fonctionnellement). Il les a appelés de maniére globale : les génes CDC (Cell Division Cycle).
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B. Isolement des souches mutantes dans 32 génes essentiels pour la progression de la division

cellulaire = géne CDC. E

A guelle phase du cycle les mutants cdc sont-ils blogués, lorsqu’ils sont transférés a température
non permissive ?

L'utilisation de la levure de boulanger (=levure a bourgeon) et ici particuliérement utile, puisque c’est un
organisme cellulaire qui se divise de maniére asymétrique. Par l'inspection en microscopie de ces cellules,
on peut savoir dans quelle phase du cycle cellulaire elle se trouve :

La cellule fille isolée va
progressivement
émerger.

PHASE G1

PHASE S

Progression de ce petit
bourgeonnement pour
arriver a la fin de la
phase S a un petit
bourgeon

PHASE G2

Gros bourgeon.

Au début de la mitose, le
bourgeon grandit pour
donner deux cellules
filles de méme taille
(environ.)

PHASE M

A quel phase du cycle les mutants cdc sont-ils bloqués
a température non-permissive ?

La morphologie de la levure est caractéristique de la phase du cycle

Cytokinése
séparation des cellules

Anaphase %/© \ START

/ G 1 Initiation de la
Division réplication
nucléaire % M \

t S= @' Bourgeonnement

Petit bourgeon -> S
Migration \ Gros bourgeon ->G2

Deux cellules de méme taille ->M
Cellule isolée -> G1

Métaphase

C. Détermination microscopique de différentes phases du cycle cellulaire : exemple du mutant

cdci3;

Exemple du mutant cdcl3

A TEMPERATURE PERMISSIVE :

Les cellules se divisent (chacune dans des
phases différentes du cycle).

A TEMPERATURE NON PERMISSIVE (présence
des mutations) :

©La cellule en phase M (cellule entourée en orange)
est capable de compléter le cycle cellulaire (résultat
=4 cellules)

®La cellule en phase G2 (cellule entourée en rouge)

a un peu progressé mais elle reste bloquée. Elle ne

peut pas faire le cycle cellulaire. La mutation cdc13
est bloguée quelque part entre G2 et M

23" C
36° C
6 heures
apres
“ Blocage du mutant cdcl3
entre G2 et M (GZ/M) UNIVERDIICECVIE
= Le moment du cycle cellulaire qui nécessite le produit du géne cdc13 est : la transition G2/M
=
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(« c’est juste un exemple » pour montrer comment les chercheurs ont progressé dans la compréhension des
génes essentiels pour le cycle cellulaire.)

Les mutants cdc montrent qu’il existe Par d | St . t lexifid
des suites d’événements dépendants les uns des autres et 2l elElate gzt llss Ll S st ee i pledizes

des suites d’événements indépendants (en combinant différents mutants), ils ont montré qu'’il
existe toute une série d’événements qui dépendent des
uns et des autres. Par exemple :

Séparation du@
cellules filles @

Cytokinése

© La mitose implique que la synthése de 'ADN a été
& complétement effectuée.

& )

Q La synthése de 'ADN implique que l'initiation de la

Initiation de
M S la j’“c&"io" réplication a été faite.
% G2 Senittide = Il'y a une série d’événements qui dépend des
i G Bourgeonnement . , s

% Division d’ADN ® uns des autres. Certains événements peuvent
nucléaire & étre découplés les uns des autres, passant par

> exemple de la phase G1 directement a la

migration cellulaire. (Voir la partie sur les

Migration

checkpoints.)

) LES POINTS DE CONTRALES (CHECKPOINT) :

checkpoints: mécanismes de surveillance qui assurent
lordre des phases du cycle cellulaire Les checkpoints vérifient que les étapes sont bien
terminées. Ce sont des contrdles de qualité. (En gros, ils
s’assurent que tout va bien avant de passer a I'étape
e Division ? suivante.)
== i i i i ? . . ~
nourriture, signalisation ou espace ? Checkpomts = pomts de controle.
* Passer a la prochaine étape ? M
. o oy ; Gl i
~IFiape précidents temings? Exemples : alignement des chromosomes sur la plaque
- Endommagement du matériel génétique ? (62 , . . "y .
Go équatoriale, surveillance de la quantité de nourriture
= : S présente, interaction avec les molécules de
————  signalisation...

A. Universalité des checkpoints :

Ce mécanisme de surveillance peut étre étudié génétiquement : exemple des différentes phases du
cycle cellulaire.
Checkpoints MECANISMEs DE SURVEILLANCE QUI ASSURENT L'ORDRE

DES PHASES DU CYCLE CELLULAIRE

2 GEEE Maintenant, imaginez qu’il y ait un accident pendant la

5 - réplication (oupsss). Ca pourrait étre un blocage de la réplication,
¥ o 7 e manque de polymérase, ADN endommagé... Immédiatement,
! une cellule normale réagit : elle va activer un checkpoint (ici
Si la réplication —_—— . . .
est bloquée = checkpoint 113) qui va bloquer la progression de la
™\ réplication. (=limiter les erreurs.)
e S >
——
N/
4
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« Pour donner un ordre de grandeur du nombre de
Cellule humaine exposée a des radiations

lésions : » = ionisantes (RI)
(=)
- 4000 lésions de bases ) " Lésion/2Gy
. . ésion/ i i
- 200 coupures simple brin Y (radiothérapie)
- 40 coupures double brin Lésion des bases 2000 4000
Dans les endommagements de ’ADN, les plus dangereux sont les Coupure simple-brin 100 200

: elles sont minoritaires mais les plus

dangereuses @ (ce sont les plus difficiles & réparer sans créer Coupure double-brin 20 40
d’autres dommages).

Levure du boulanger : o . .
) — T — (T — ¢ ¢ Différentes observations au microscope :
61 s G2 M

Expérimentalement, si on prend une levure (exemple : levure de
boulanger a petit bourgeon avec une division asymétrique), on
peut distinguer :

© Les cellules en phase S
Q Les cellules en G2

O Les cellules en phase M

é Irradiation d’'une cellule normale

Levure du boulanger )

) e W,
(2 — @ — & — O
61 s 62 M

Reprise du cycle

o~
/

Activation d'un checkpoint

— " -> arrét en 61 )
) 7 s, /O/“/

L/ S e . 7(4 —_— Survie de la colonie
C > /\7/(/ S

On irradie les cellules en G1, et on va voir que la cellule ne va pas pouvoir répliquer son ADN parce qu’elle

a plein de dommages. La réplication ne peut pas se faire. Si l'irradiation n’est pas trop importante, au

bout d'un certain temps la cellule va reprendre le

cycle et des colonies vont survivre. Rappel : pour étudier un phénomeéne cellulaire on fait
souvent appel a la génétique. Ici, cela a été fait avec un
autre type de mutants.

Les mutants rad sont hypersensibles aux radiations

100 &

. Les mutations vont rendre ces levures hypersensibles
7 s aux radiations : c’est ce qu'on appelle les mutations
g rad.

Le graphique montre la survie des cellules en fonction
de la dose d’irradiation :

Survie (%)

0.1

# rads2A

B T T E— \\ o Les cellules irradiées ne reprennent pas

VR o Les mutants (exemple : rad52, rad9) : les cellules
vont étre encore aux radiations.
5
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4 Irradiation d’'une cellule qui porte une mutation de sensibilité de radiation au

Levure du boulanger . . . ]
— 7 — g XP — 2 La cellule s’arréte : on voit au microscope qu’elle va mourir.

61 S 62 M Donc son checkpoint est actif. Ce qui signifie que le produit
- Activation dun checkpoint —— du rad52 n’est pas impliqué dans le checkpoint. En revanche,
\\\\\ -> arrét en 61 ) . .
= -0 — - swiedelacsonie - COMME la cellule meurt, elle est incapable de réparer les

dommages.

-

=5 X e = Dongc, le contréle une protéine impliquée dans la
la cellule

rad52 réparation de ’ADN aprés radiation et non dans le
checkpoint.

Le géne RAD52 contréle la réparation de I'ADN aprés irradiation

é Irradiation d’'une cellule qui porte une mutation de sensibilité de radiation au

Levure du boulanger P . n , . . .
] -~ O On fait la méme expérience en irradiant en G1. Ce

s ~P —~") / /
() — () — [ —_— s

61 s 62 M qu’on voit est totalement différent. On s’apergoit que la
Reprise du cycle cellule commence a se diviser tout de suite et elle
P continue a se diviser méme en présence de

dommages.

= Elle fait donc une microcolonie (a /a différence
/ £ 5 7' celles de rad52). La cellule va se diviser en présence
. ZZ’CiZZLiL.Z"“}“”' de dommages et entrainer encore plus de
défauts de ’ADN. Cela devient insupportable
pour la cellule, qui va mourir par excés de
dommages. Ainsi, il y a une mutation rad9 qui
intervient dans le checkpoint.

Activation d'un checkpoint

’& -> arrét en 61

Survie de la colonie

Le géne RAD9 contrdle les checkpoints de 'ADN

Ces découvertes ont permis de faire toute une série
d’expériences et de :

+ UV
+ Varier le type de dommages
+ Regarder si ces mutants sont : ( RADY

¢ Mutants généraux pour différents types de

+ Rl

dommages.
TR T . Bl t iti
e Mutants spécialisés dans un certain type de i
dommages. Blocage transition G2/M

Par exemple : en comparant des radiations UV et des radiations

ionisantes. mutant
rad9A
On s’apercoit que quelque soit le « donneur de dommages », le 2
A N . e . Progression en
méme géene rad9 (checkpoint) est capable d’'induire : phase S Skparai W . )ﬁg -
Transitio ; !

- Un bloquage de la transition G1/S
- Un blocage de la transition G2/M

2024-2025 Le tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.
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St Gigi ECUE1 : Biologie cellulaire Lilapoptose
ﬁ Traitement d’une cellule qui porte des agents chimiques de MMF :

RAD9 rad9

On peut varier la source de dommages : par des agents chimiques qui vont
endommager I’ADN. Notamment des agents alkylants : comme le MMF (méthyl
meétane sulfonate) qui lui-méme va bloquer la progression de la fourche.

On va suivre le destin de cellules qui ont été traitées au MMF dans :

+MMS

agent alkylant qui bloque H
la progression de la fourche
de réplication

v Une cellule de levure sauvage

¥ Une cellule mutée pour rad9

Résultat de la cyrtométrie de flux pour analyser le cycle cellulaire des cellules traitées au MMF :
= Cellules sauvages : treés fortement bloquées en G1, puis le temps de se réparer elles vont
progressivement repartir dans le cycle. On dit qu’elles sont synchronisées : c'est-a-dire qu’elles
repartent toutes en méme temps.
= Mutants rad9 : la cellule ne va pas étre bloquée en G1. Elle va traverser le cycle et mourir apres.

4 Température non permissive d’une cellule qui porte une mutation

Levure du boulanger

Les chercheurs ont pris des mutants du cycle cellulaire

e (exemple : cdc9) sans irradier les cellules, en passant le mutant
e O ALY eeswwme  €AC9 a température non permissive.
AR B Un mutant cdc9 va arréter la cellule en phase S car le produit
s §F P : géne CDC9 (ligase) est un mutant qui est indispensable a la
cdc9 réplication et notamment a la maturation des fragments

d’Okazaki. C’est un géne de réplication. Cette fois-ci il n'y a
pas d’irradiation exogéne mais un phénomeéne endogéne : une
réplication imparfaite qui va activer un checkpoint.

Le géne CDCY est une ligase indispensable & la maturation des fragments d'Okazaki
-> géne de réplication

Est-ce que c’est le méme qu’avec les radiations cdc9 ?

Pour cela, les chercheurs ont fait une étude d’épistasie : ils ont couplé les 2 mutations ensemble (dans
la méme cellule) = cdc9 + rad9. Afin de voir si rad9 est aussi un checkpoint d’un défaut mitotique créé
par une mutation endogéne.

La réponse est OUI : la cellule ne reconnait pas le dommage. Plutét que de s’arréter en phase S, la
cellule va proliférer, faire une microcolonie et mourir.

v Ces mécanismes de checkpoint (par exemple cdc9) sont universels, quel que soit le type de
dommage ou de type de transition.
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B. Lesdifférents points de contrdle du cycle : « Je me répéte mais c’est tellement important »

Les différents points de contrdle du cycle

Checkpoint G1/S
Taille cellule Checkpoint G1/S va controler :
Nourriture
Signalisation Q La taille des cellules
Endommagement ADN

Q© La nourriture

© La signalisation

O Les dommaaes de 'ADN
Les différents points de contréle du cycle
Checkpoint intra-S Checkpoint intra-S, qui s’active :

Blocage de la réplication (inhibition des ADN : - :
polymérases, déplétion en nucléotid.) © S’il y a un blocage de la réplication.
@)

Endommagement de 'ADN Ce n’est pas forcément un blocage
définitif : s’il n’y a pas trop de
dommages, on peut réparer la
réplication

O Endommagement de 'ADN

Les différents points de contrdle du cycle

Checkpoint G2/M
Complétion de la réplication
Taille des cellules
Endommagement ADN

Checkpoint G2/M :

Q Activation de MPF

7 :
Les différents points de contrdle du cycle

Checkpoint mitotique
Attachement des chromosomes au fuseau

© Complétion de la réplication
© Taille des cellules

t © Endommagement de 'ADN

Checkpoint mitotique :

© ACP-CDC20 contrblés par Mad2

O Attachement des chromosomes au
fuseau

1] TRANSITION G1/§

La transition G1/S est régulée par
les facteurs de croissance et les cytokines

Facteurs de croissance

Cytokines

RSITECOTE D!
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l La transition G1-S nécessite la transcription de nombreux génes l

OFF

e E— N
M

OFFE, ON
M — N ——

O — =
O ——
e — ON —

Gl S

I La protéine Rb inhibe les facteurs E2F |

Rb E2F E2F

—Rb
p

CDK + cycline

OFF

————+— N+

O — < —

O ——

ﬁ:;:
Gl S

Petite explication :

ECUE1 : Biologie cellulaire

Lilapoptose

Régulation de la transcription :

L’expression de ces génes (polymérase, ligases,
hélicases, etc) est réprimée pendant la phase G1, et le
fait qu’ils soient activés « ON » en début de phase S va
faire que la cellule peut se répliquer.

= Le contrdle de I'expression de ces génes est la
cible de ces mécanismes de régulation de la
transition G1/S

Facteurs de transcription : famille E2F

La famille E2F sont des facteurs de transcription qui
sont spécialisés pour activer les génes de la
réplication.

Quand les génes E2F sont « on », E2F peut se
fixer sur le promoteur et activer la transcription de ces
genes.

Dans la phase G1, le E2F existe dans la cellule
mais ne peut pas se fixer. Il est séquestré par une
protéine du rétinoblastome = la protéine Rb qui
lempéche de se fixer.

CDK + cycline va phosphoryler Rb, ce qui libére E2F et
I’activer.

Avant la réplication, E2F est inactif, car il est séquestré par Rb. (Vous voyez sur
le schéma ils sont liés et E2F ne peut donc pas se fixer)

Ce qui va permettre la cellule de passer en phase S, c’est la phosphorylation de
Rb. Rb va donc lacher E2F et E2F va pouvoir faire son boulot et se fixer au
promoteur.

A. Les étapes de la transition G1/S

Etape 1 : MISE EN PLACE ET REGULATION DU
COMPLEXE CYCLINE D/CDK4

= En début de G1 : la cellule commence a
recevoir des ordres pour se diviser qui

vont agir sur les complexes cycline/CDK.

=» Le premier complexe cycline/CDK a étre
activé est le complexe cycline D/CDK4
++

= Pour que l'activité kinase de ce complexe
soit active :

| Etape 1 : mise en place et régulation du complexe Cycline D.CDK4

e @

. /B—— pl5/pl6(CDKI)

P21/p27

@ (CDKI)
Rb E2F

CDK4/ ph )

T

Gl S

\Puinl de

- Les deux protéines doivent s’assembler
- Il faut que cycline D soit produite et interagisse avec CDK4
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Etape 2 : LA PHOSPHORYLATION DE Rb PAR CDK4/D N’EST PAS SUFFISANTE

= Une fois que le Complexe a interagit l Etape 2 : La phosphorylation de Rb par CDK4/D n’ est pas sufﬁsunch
il doit encore étre phosphorylé par

une autre kinase : la kinase CAKHR. @

Elle va activer ce complexe N /i p15/pl6 (CDKI)

cycline/CDK4. CAK
= Cycline/cdk4 activé va phosphoryler —'
Rb. w T CDK4( ph )

Sur le schéma, on voit pleins de protéines (p15, i

p16, p21, p27... => ¢a correspond Rb E2F Rb E2F

respectivement a des protéines de 15 000, 16 “ ﬂ G1 S
000, 21 000, 27 000... c’est juste pour expliquer &/ e

leurs noms) Hecemesnimet

> Ces protéines sont des CDKI (/e I c’est pour inhibiteurs donc -> CDKI = inhibiteurs des CDK ©). Elles
agissent comme des « pédales de frein »H5. En fonction du contexte on peut avoir besoin de
ralentir le cycle cellulaire pour limiter la division, et dans ces cas-la on appuie sur la pédale de
frein en exprimant le produit de ces génes (p15, p16) qui vont inhiber différentes étapes
d’activation (formation du complexe cycline D-CDK4, I'activation par CAK, phosphorylation du
Rb...). Certains peuvent agir a plusieurs niveaux.

[ Etape 3 : Mise en place du complexe Cycline E:CDK2 I

Rb p2F

Etape 3 : MISE EN PLACE DU COMPLEXE E/CDK2 Ph

La phosphorylation de Rb par cycline D/CDK4 @
n’est pas suffisante puisqu’une deuxiéme “ S
phosphorylation est nécessaire.

D@
= Un autre complexe cycline E/CDK2 va ? . Fh)

hosphoryler a son tour Rb. P21/p27
PROSPRoryY tCD};(I) Gl S

\Pnint de n:strictinri)

Etape 4 : LA PHOSPHORYLATION DE Rb PAR CDK4-CYCLINE D ET CDK2-CYCLINE E LIBERE E2F

- Phosphorylation : | Etape 4 : La phosphorylation de Rb par CDK4:CycD et CDK2:CycE libére E2F
o CCAK active Rb E2F
o CDK inhibe * PO
o Rb finit (si le complexe est (Pn R g

actif) HYPERphosphorylé an

= C’est le Rb hyperphosphorylé qui @ ! @
\ //
/\ A

va libérer E2F : ce qui permet de \\
passer la transition G1/S (‘AK
T CDK2 P]\l)
N’
P21/p27
(CDKI) PR Gl S
\/\’;l'iinl de rc.\lricuon: J

te reproduction ou vente est interdite.
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Controéle de la transition G1-S :
activation par les facteurs de croissance
- Factgurs de croissance
FACTEURS DE CROISSANCE Ko

Si on replace ce qu’'on a dit dans le cycle cellulaire -> c’est la reprise
exacte de ce qu’'on a dit.

> L’action successive de ces 2 couples cycline/cdk, dont > igh
5 . . - . ’ ( )
I'activation est sous la dépendance de facteurs de croissance, a Ceond ,* 4%
pour but de libérer E2F pour la transcription des génes de la w
Cyclin
phase S (#répétition)
Controle de la transition G1-S :
SIGNALISATIONS ‘ inhibition par pl6
ETS
> La « pédale d’accélération » : les signaux en amont sont les «
: . . , "\ P16 )
facteurs de croissance, ce sont des signaux activateurs : S>— L
< . .y (coKag BMI-1
> La « pédale de frein » : Elle est activée en amont, avec des CyclinD1.23
facteurs de transcription (ETS) ou d’autres inhibiteurs (BMI-I GeP
c’est qu’'un exemple) qui vont réguler. Ce sont donc des facteurs de § ‘>
régulation de ’homéostasie cellulaire parce qu’ils vont décider Y
si la cellule se divise ou pas. (eoky) ,* {5% (i &)
n N . . _Cyclin B/ FN
- . CDK2,
> s vor‘wt eux-mémes r(?connaltre un certain nombre de. S|9naux \dc ok
exogénes ou endogénes de la cellule. La cellule va intégrer
ces infos pour déterminer si elle se divise ou pas. v ;
. . . | Contréle de la transition G1-S :
> Ces Slgnaux Vont aglr sur: inhibition par p53/p21
P16
P21, qui est lui-méme sous la dépendance d’une cox)—
3 . pendance &t ~r RN
protéine p53 (qui est un grand centre d’intégration de N ' (cokap
. . s ! cin D1.2.)
I'information dans la cellule). P53 est un facteur de % o ' el
transcription qui a beaucoup de génes sous sa C;i" 1 PS3 activé (pS3*)
dépendance d’expression. P21 est directement activé \ R R S Lt
par p53 = appuyer sur la pédale de frein. — . 27 oo
COKY o f G (cyclin €
Cy:lm‘a\_‘ EDK}//
| Cyclin A)
\)} P43 ET CANCERS
1. P53, une protéine « célébre »

L’activation de p53 va étre sous la dépendance d’'un certain

P53 est un facteur de transcription qui

intégre de nombreuses voies de signalisation de réponse au stress

Signaux prolifératifs

nom bre de SlqnaUX supraphysiologique

=

Agents génotoxiques (stress oncogénique...)

Endommagements a 'ADN par des agents génotoxiques

Téloméres non fonctionnels / Déplétion en INTP
Télomeéres non fonctionnels . : g
Signaux proliférations supra physiologiques résultent e N
généralement de 'activation d’oncogénes e
Facteurs métaboliques comme des dépressions en et . S~
nucléotides Slasome: " £\
Autant de situation ou la cellule n’a pas envie de se diviser. Amét transitoire du cycle " ‘*W Dm,é‘mm“ ’
P53 est activé de différentes facons. Il y a pleins de Jiion e
mécanismes moléculaires qui aboutissent a I'activation de iﬁ"ﬁﬁe UNIVERSITE CO'
P53. '
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St Gigi ECUE1 : Biologie cellulaire Lilapoptose

En fonction du contexte différent de chaque cellule, p53 va activer des génes qui vont activer :

$ Ny,

£30)

- La sénescence cellulaire : vieillissement cellulaire (vous verrez le vieillissement cellulaire avec mon

co-tut)
- Arrét transitoire du cycle = le temps de réparer les dommages puis de repartir.
- Reéparation de 'ADN s'’il y a endommagent

- Activation des génes pro-apoptotiques = suicide cellulaire (on reverra ¢a dans la legon sur les morts

cellulaires don’t worry)
- Différenciation et un arrét du cycle.

IL EXISTE DEUX VOIES D’ACTIVATION DE P53 :EB &

v Par modification post-traductionnelle de P53

1. Des (UV, RX...) activent a travers une cascade d’événements 2 couples de
: chk1/chk2 Exemples d’activation de p53
2. Les kinases effectrices vont p53 par des o _ o i )
) Agents génotoxiques (UV, IR..) "
cascades de phosphorylation
3. P53 activée joue un role de facteur de transcription. i k}w tectrice, | PMARF
CHKI1/CHK2
MDM2
<
v Par modification de la quantité de p53 \
1. Activation par les (sur-activation / supra / \
physiologique) de p14 ps3 G T
Stabilisation
2. capable d'inhiber P 6(\ (@ de pS3
l'inhibiteur de p53 (= MDM2) S & SKIVERSITE COTE D'AZI
3. MDMZ2 est inhibé (on a inhibé l'inhibiteur de p53 donc
on a activé p53 indirectement)
4. Stabilisation de la quantité p53 (le but ici est d’augmenter la quantité de p53).
COMMENT AGISSENT MDM2 & p14 ? L’inhibition de p53 par MDM2
MDM2 = protéine qui inhibe p53, elle joue un role de navette entre noyau et ¢ Nbylis par BRUARS
cytoplasme. ,
Elle interagit avec p53 qui est localisée dans le noyau. Une fois qu’on a un "'“‘“ﬁf“? o [vowe |
complexe MDM2/p53 qui est formé dans le nucléoplasme, il est exporté | »

dans le cytosol ou il va étre pris en charge par le protéasome 26S et
dégradé. P53 peut étre synthétisée mais elle présente trés peu de quantité
parce qu’elle est rapidement dégradée.

En cas de signal oncogénique, p14/ARF est activé. P14/ARF va interagir
avec MDM2 pour 'empécher d’aller dégrader p53. P14/ARF va séquestrer —
MDM2 dans le nucléole donc P53 ne sera pas dégradé.

P53 devient stabilisé, il peut agir comme facteur de transcription et rentrer
en sénescence, apoptose, etc...

2024-2025 Le tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.
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St Gigi
2. Altération et pathologies

ECUE1 : Biologie cellulaire

Lilapoptose

Tous ces mécanismes peuvent étre altérés au cours du processus cancéreux, en agissant a différents

niveaux

Par exemple :

/Inactivation de Rb

Un certain nombre de cancers vont inactiver Rb. Rb

a-dire qu’en son absence, on favorise le cancer.
Lorsque Eb est muté, il n'inhibe plus E2F, ce qui
provoque une hyperactivation du cycle et E2F
s’active de maniére inopinée.

est un « géne suppresseur de tumeurs » ++ : c’est-

N

On retrouve dans le cancer des amplifications du géne

de la cycline D : s’il y a beaucoup plus de cycline D,
on va favoriser cette activation et on va plutét avoir

tendance a appuyer de maniére trop importante sur la

pédale d'accélérateur.

Inactivation de p16

de frein et donc aller plus vite. Dans beaucoup de

Dans de nombreux cancers, on peut inhiber la pédale

cancers, on retrouve une inactivation p16 par exemple

N

Altération du cycle et cancer :
Inactivation de Rb

; @
o
) G@ S

C l‘mmdunmumn P

R

Altération du cycle et cancer :
Amplification de cycline D

. MB—— pISpl6(CDKD @
‘ < CDK4/ ph @
CDK2 ph

Pw,m —
" E:P“ DKI) Rb E2F l __Rb @>
* s> ( Ph ' \ y/

—i =
“ @ %P’ S
—_—

V\Pmnl de restriction

Altération du cycle et cancer :
Inactivation de p16

@
@

@ DKl)

45
C I)I\-l/ ph

Non-expression de p21 ou perte de p53

De méme, on retrouve une non-expression de p21, par

une perte de p53.

CDK2 Ph
P21/ pz7 /,,_\
- —b Ph ’ /
l’h Ph
\ lumldc S o

Altération du cycle et cancer :
perte de p53-> non expression de p21

. pl16 (CDKI)

g
° CAK
CDK4/ ph
CDK2 (Ph)

Rh[’;- I Rb E2F Rb
—b[ Ph .
Ph

2024-2025

C Po mukmumnn r—

E2F

13

Le tutorat est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.



St Gigi ECUE1 : Biologie cellulaire Lilapoptose

P53 est tellement important dans I’lhoméostasie cellulaire qu'il est inactivé dans environ la MOITIE de
tous les cancers.

Pour avoir un cancer :

o On suractive les oncogénes (=géne qui permettent le développement et la multiplication normale
des cellules, donc une suractivation entraine une multiplication trop importante.)

o On désactive les génes suppresseurs de tumeur (=géne qui permettent d’arréter une cellule qui
se multiplierait trop, si on les désactive le cancer progresse facilement.)

Néanmoins, si 'une des deux conditions est déja remplie le risque de cancer est accru.

Genome Taille vitesse Durée Origines Commentaire

E.coli 4.6Mbp 60kb/min 40 min 1 Compatible avec durée
du cycle

La réplication durerait
Levure 14 Mbp 3 kb/min 20 min 330 40 heures avec 1

(1cm) origine
11 culture = 4.107° cellules --> 400 000 km ADN synthétisé (Distance terre-lune)

V) REGULATION DE LA REPLICATION

A. Lavitesse de réplication et les origines

= Le mécanisme enzymatique de la
réplication est enseigné dans le cours de

.- La réplication durerait
la biologie moléculaire ™ Human 3Gbp  3kb/min  7h 30000 une année avec une
(2m) origine
3 W 1 2.10"° km ADN synthétisé (2 années lumiéres) pendant notre vie
Quelques ordres de grandeur sur : (10 cycles cellulaires)

- La vitesse de réplication
- Les origines de réplications

- Petit génome procaryotique

- Vitesse de réplication de 60 000 bases environ par minute

- Réplication totale du génome de 40 min avec une origine de réplication
- C'est une bactérie qui va se diviser entre 30 min et 1h

BACTERIE ESCHERICHIA
coLt (E.Coli)

- Organisme unicellulaire mais eucaryote (attention a ne pas confondre,
le prof insiste dessus)

- ADN structuré de maniére plus complexe : avec une chromatine plus
condensée que celle des bactéries

- Vitesse de réplication moins importante : environ 3 000 paires de bases
par minute

- Génome trés important : nécessité d'avoir plusieurs origines de
réplication

- Il'y a un équilibre entre le nombre d'origines, la taille du génome et la
vitesse de réplication

- Réplication de 'ADN : environ en 20 min. Si on avait qu'une seule
origine de réplication dans le génome de levure, ¢a prendrait environ 40
heures : ce qui ne serait pas compatible avec la vie de la cellule.

- « Pour vous donner encore un ordre d'idée » : sur 1L de culture de
levure 4.1010 cellules — 400 000 km d’ADN synthétiser (environ la
distance : terre - lune) (c’est trop impressionnant wow)
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B. Aspects cellulaires de la réplication

La réplication de I'ADN dans les organismes
On peut regarder ou sont localisées ces origines mulficellulaires

30 000 origines de réplication

de réplication (30 000 dans le noyau de la cellule
humaine) en les visualisant par florescence. Les
origines se regroupent en foyer : on peut les étudier
d'un point de vue moléculaire.

Organisation spatiale
des origines en foyers

« Le point important » : on s'apercoit que cette

réplication . Il est important
de savoir quel ordre recoit les chromosomes pour Chaque 100 kbp
P PR . N . Sites spécifiques, mais pas de séquence consensus
démarrer leur réplication, a tel endroit du = AN
H H [} | I
chromf)some. C’est quelque chose qui n'est pas Développement \J \J NS Dédifférenciation
complétement connu. Différenciation « clonage
//’\ {/\
— |V V),

Les séquences d’ADN qui constituent les origines sont spécifiques, on parle de
LEV U R E séquences consensus. A partir d’'une séquence du génome, il est possible de
reconnaitre une séquence agissant comme origine de réplication.

Au fur et a mesure du développement, la différenciation n’utilise pas toujours

les mémes origines. Ces origines ne sont pas déterminées de maniére stricte

par 'ADN et elles peuvent changer au cours du développement et de la

différenciation.

H oMM E ® P'R.OBLEME : Pour le génome hurr)ain, on ne sgit pas troyve'r‘les séquences
d’'origine car on ne trouve aucune séquence typique, particuliére (consensus)

permettant de les reconnaitre en tant que telle.

Il est tout de méme possible de cartographier ses origines (localisation).

Il va y avoir d’autres déterminants plus compliqués, au niveau de la structure de

la chromatine qui les détermine.

B &) Donc la détermination des origines de réplication, N’est PAS un phénoméne génétique (ancré dans
I’ADN), mais c’est un phénoméne épigénétique B H

N.B. : Par exemple, lors de différenciation du clonage ou de la reprogrammation des cellules, il y a
une modification de la localisation des origines de réplication.

C. Origines de réplications régulées au cours du développement :

Exemple : Cartographie des origines de réplication chez le crapaud xenopus pour étudier le
développement précoce

— lIn'y a pas de : celle-ci commence qu’a partir de la (transcription des génes).
Donc on s’apercoit que :

o Cette transition n’a pas de transcription
o L'étape de la gastrulation qui correspond a :

/7

% Un changement trés profond de la structure de la chromatine / chromosome

+« Un changement du choix des origines de réplication et de I'attachement a la matrice
nucléaire (squelette fibreux qui donne sa structure aux chromosomes a l'intérieur du noyau)

15
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Xenopus Dévelopement précoce A partir de la
(Pas de transcription) gastrulation
- e
Origines de réplicationQ—Q——Q—-0O— O
Sites d’attachement
a la matrice . ._. .' _.l
nucléaire

Expérience : injection d’ADN plasmidiques

Facteurs

deln‘zﬂpﬂon
Y
Une origine, Une origine mais spécifiée
isan’i rti |
i o UNIVERSITE CO1

INJECTION D’ADN PLASMIDIQUES

Conditions : On prend une petite séquence d’ADN fabriquée en laboratoire sur laquelle on place une
origine (qui provient d’une cellule. Puis, on place cet ADN (avec l'origine) dans une cellule

But : Observer I'activité de cette origine

Résultats : Plusieurs origines s’activent peu importe la séquence de 'ADN

Conditions : On prend I’ADN que |'on met en présence d’un facteur de transcription

Résultats : Ce FT est capable de se fixer sur un site précis de I'ADN (boite bleue sur le schéma). Ici, on
force la transcription de I’ADN a un endroit précis (localisation de la transcription).

los D= s @ O

-> La transcription va déterminer la localisation épigénétique de ces origines de réplication au cours du développement.

Ce déterminisme épigénétique des origines peut étre mimé a travers des expériences.

Origines de réplication :

Il y a beaucoup d'origines qui sont utilisées dans les © De nombreuses origines sont utilisées dans les cellules pluripotentes
cellules pluripotentes. La différenciation
[] 7 7 1 . . oo D—O)— H
s'accompagne généralement d'une restriction dans les C"_—" = adl
ages des origines. -
Coordination entre :
= Le nombre de divisions qu'on effectue (de = ‘ g =
I'ceuf jusqu'a I'organisme adulte)
= La différenciation qui se produit de maniére
c.or!comllta.nte. Il'y a un couplage direct entre la [ Tt 00— 000
différenciation et la fagon dont les cellules se o

répliquent.

© La différentiation s'accompagne d’une restriction dans |'usage des
origines
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D. «Permis de répliquer » une fois

BB BB Le permis de répliquer une fois et une SEULE
fois est important B B8

Si vous initiez au cours du méme cycle cellulaire
plusieurs fois la réplication, vous allez avoir des
problémes de stabilité du génome. Ce qui veut dire qu'il

Gl y a un mécanisme, qui fait que quand une origine est
activée au cours de la phase S, elle ne peut pas
s'activer une deuxieme fois. S'ily avait un phénomeéne

S de re-réplication, on aurait un excés d’ADN qui va
//' ll’cnm.\ % recombiner et qui va former des mutations. Pour éviter
28 % o cette instabilité du génome, ily a un mécanisme qui
S, Replication empéche cette réplication : c'est ce qu'on appelle le
& k" +++permis de répliquer. +++

/

\
_©_®_\ Re-replication

U MFIRST Ee@@TT|
Imaginez que vous étes une ] ORC | Permis OK
séquence d'ADN en phase G1, . coce 4
avec une séquence qui a été |
déterminée (génétiquement ol MCMZ"L %C"'”
épigénétiquement suivant les : s Oty otking
organismes) a un endroit donné du cocs ]
genome' r ADN polymérase

Il y a différentes étapes :
y glapes Initiation synthése

ADN

Fixation du complexe ORC
(Origin Replication
Complex) : ce complexe est essentiel pour la mise en place de la machinerie de réplication.

Arrivé de CDT1 (protéine) : elle est recrutée par la protéine ORC dans la future origine de
réplication. CDT1 est importante pour charger des acteurs essentiels de la réplication qui sont les
hélicases.

Ce facteur agit de concert avec une protéine qui s'appelle CDCB6.
ORC + CDT1 + CDC6 : permet de répliquer. Si on recgoit les signaux, on peut faire la transition G1/S.

Assemblage d’'un ensemble d’hélicases de réplication, qui sont : les protéines MCM2 jusqu’a
MCM?7. Ces hélicases sont des enzymes qui vont dérouler la molécule d'ADN, qui est essentiel pour
initier la réplication.

Ouverture de l'origine.
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St Gigi ECUE1 : Biologie cellulaire Lilapoptose
Arrivée du géminine, une fois que les hélicases ont commencé leur voyage pour former les 2
fourches de réplication (bidirectionnelles). Le géminine une protéine qui arrive et qui va inhiber
CDT1.

CDT1 s'en va et donc il ne peut pas y avoir de re-réplication puisqu'il faut CDT1 pour
répliquer.

(Beaucoup de bla bla pour dire que la réplication est initiée par ORC + CDT1 + CDT6. Ces 3 la vont recruter les hélicases (= vous
l'avez vu en bio mol les hélicases permettent d’ouvrir la double hélice pour permettre le passage des polymérases, bref...). Bon
bah pour empécher que la méme origine de réplication soit utilisée, on a géminine qui va inhiber CDT1. S'il n’y a pas CDT1 alors la
réplication n'est pas initiée donc PAS DE RE-REPLICATION. Et c’est tout ce qu’il faut comprendre)

Si on agit sur ce phénomeéne en conditions expérimentales par exemple, en donnant un excés de CDT1 a
la cellule.

On va d'une certaine fagon Re-replication!
empécher ce phénomeéne de se Réplication ADN
produire, puisqu’il y a un exceés de Unefois  Deux fois HL

CDT1 qui va étre dominant sur son HL  —] I —— contro
inhibition. T o dB

Par des techniques d'études de la g e, O
réplication in vitro, on peut montrer ———— HH

qu'un excés de CDT1 va entrainer un .

exceés de réplication. On peut le .
mesurer par 'apparition de brins Extrait réplicatif + BrdUTP,

suivi par une centrifugation en gradient de densité

qu'on appelle « lourd-lourd » en

mettant un précurseur de nucléotides, qui confére une densité plus importante a ’ADN.
(Re, ici on dit juste que TROP DE CDT1 = TROP de réplications)

Ce mécanisme se passe aussi dans des cancers humains, ou ce phénomeéne est utilisé par les cellules
cancéreuses. Une étude a été faite dans des _— ,

74 échantillons de tumeurs comparés
cancers colorectaux, sur des tumeurs a5 auxtissus sains adains adjacents
humaines.
On s'apercoit que cet excés de CDT1 qui
entraine une instabilité génétique de
réplication, est utilisé par les cellules
tumorales. C’est ce qui leur confére leur
caractére tumoral.
A l'inverse, I'expression de l'inhibiteur Gemini

a plutdt tendance a étre réduite. (C’est vicieux
un cancer) 10

Geminin

C’est la fin et c’est le moment des dédis (enfin)

Dédi a mes parents qui sont toujours au top et avec qui je ris beaucoup. C’était court ce WE mais je reviens TRES
vite #boomerang

Dédi a mes amis tuteurs, j’ai passé une super TTR avec vous, je suis trop contente de vous avoir rencontré

Dédi a mes co-tuts avec qui je suis liée a vie dans 'adoration du St Gigi pour le meilleur et pour le pire

Dédi @ mes p2ettes §F Ophélie et Camilia stay coquette, very demure, very cutesy and very mindful

Dédi a mes fillottes et mon fillot officieux, courage on est avec vous. Je suis fiere de vous les enfants

Dédi a tous les las1/2/3 vous étes infiniment plus forts que vous le pensez étre, la p2 vaut le coup je vous jure vous ne
souffrez pas pour rien

Dédi @ mes amis de Hyeéres, I'été avec vous me manque déja

Dédi & ma meilleure amie, Sara, avec qui je féte nos 10 ans d’amitié &J Nice sans toi ¢’est nul, tu me manques et j’ai
héte de féter nos noces d’étain autour d’un gateau et des gossips
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