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A retenir !
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Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »




Cycle(s) cellulaire(s) et regulations

I-Vue d’ensemble du cycle cellulaire
II- Méthodes pour étudier les cellules en prolifération

III-Régulation du cycle cellulaire

A- Historique

B- Les complexes Cycline/CdK

C- La transition G1/S

D- Controle de la réplication de PADN en phase S
E- La transition G2/M

IV-Mécanismes de surveillance du cycle

V- La sénescence cellulaire



I-VUE D’ENSEMBLE DU CYCLE CELLULAIRE



Les difféerentes phases du cycle cellulaire

4 phases : G1,5,G2, M

Phase G2:
croissance, préparation
de la mitose

Phase G1:
croissance, préparation

de la réplication Phase M :
division cellullaire
Stade GO :
hors cycle cellulaire

A retenir !

https://rnbio.upmc.fr/sites/default/files/doc/Cycle_cell 2.jpg



Les différents types de cycles cellulaires

MITOTIC CELL CYCLES

POST-MITOTIC

CLEAVAGE CYCLES
Xenopus and Drosophila

Increase cell number
Uncoupled from cell growth
Lack checkpoints

CELL CYCLES 14-16
Drosophila

Increase cell number
Uncoupled from cell growth
Contain checkpoints

FISSION CYCLE
Chlamydomonas

Increases cell number
Coupled to cell growth
through size sensor

Cycles chez certains embryons
(phases précoces du developpement)

CELL CYCLE
SOMATIC CELL CYCLES ENDOCYCLES
Stem/progenitor cells Drosophila Medicago trunculata Arabidopsis
Increase cell number Follicle cells Root nodule Cortex

Nurse cells
Larval tissues

Do not increase call number

Coupled to cell growth
Increase DNA ploidy

Coupled to cell growth
Contain checkpoints



Les differentes etapes de la Mitose (M)

A retenir !

G2 M

prophase prémetaphase metaphase

condensing tondensed
chromosomes envelope mitotic spindle chromosomes

anaphase e

Molecular Biology of the Cell, Alberts & al



Les differentes etapes de la Mitose (M)

anaphase Télophase Fin de cytodiérese



Condensine et condensation de 'ADN
(Prophase)

La Condensine ATPase domain

Smc2

CAP-G

-

Figure 17-22a Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

hinge
Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »

- Utilise I'énergie d'hydrolyse de I'ATP pour aider a la condensation

- Formées de diméres de protéines SMC + 3 autres sous-unités
(SMC: « Structural Maintenance of Chromosome)



Condensine et condensation de ’'ADN
(prophase)

Le mécanisme utilisé par la

. : R‘ o O Q .
condensine pour catalyser la Q
restructuration et la compaction de 1
I'ADN des chromosomes n'est pas tres
clair, mais il se pourrait qu'elle forme
un anneau qui encercle les boucles de
I'ADN dans chaque chromatide sceur

Chez ’lhomme chaque chromosome en interphase
se compacte pour former un chromosome mitotique pres de
50 fois plus court.

Figure 17-22b Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)



Phosphorylation des lamines

et rupture de I'enveloppe nucleaire (Prometaphase)

Interphase

Enveloppe . o
nucléaire Lamina nucléaire

. Complexe du pore nucléair

Chromatine p p e

Fin de télophase Prophase

g >,
(e
Lamines O ; , O
olymérisées O
poly P 0
OO‘O ‘OO 0 o
09,0900
Décondensation V0,0
Lo 2o

des chromosomes

Eléments de
complexe du
pore

Anaphase/Début de télophase

Enveloppe
nucléaire
reconstituée

Déphosphorylation des lamines par une phosphatase

J2N

Phosphorylation des
lamines par MPF

o .
‘06 ‘0 o0 Phosphorylation des
‘o0 ! ‘ldiméres de lamines

AetC

Vésicules d’enveloppe
nucléaire portant les
diméres phosphorylés
de lamine B

A retenir !



Assemblage du fuseau mitotique et
Ségregation des chromatides soeurs

. . A retenir !
spindle pole replicated
f chromosome kinetochore
centrosome (sister chromatids)

motor "\ 4 ss53: "

astral microtubules kinetochore microtubules interpolar microtubules

Molecular Biology of the Cell, Alberts Remarque: Il existe fuseaux acentrosomaux (cellules végétales)



Cycle des coheésines et
Segrégation des chromatides soeurs

Prophase Prometaphase Metaphase Early anaphase
u C
R

v‘“‘;’ Release of .
3°° arm cohe cohesin Bi-orientation ~ Separase i
3901 (P|k Sgo1  Sgot Sgot Sgol
v Aurora B) —
—

Inner centromere

§ Kinetochore @ H2AT120ph © Cohesin
= Microtubules ( ) CENP-A-containing centromeric chromatin

Current Biclogy



Formation de I'anneau contractile et
cytodiérese (cytocinese)

Anneau contractile
d'actine/myosine ||

Pont intercellulaire

Spécification de la localisation Invagination de la membrane Formation d'un pont intercellulaire Abscission des deux
du plan de clivage plasmique a I'équateur cellules sceurs



DUREE DES DIFFERENTES PHASES
DU CYCLE CELLULAIRE

Phase G2:
croissance, préparation
de la mitose

Phase G1:
croissance, préparation

de la réplication Fhase M:
division ceiiullaire
(12 h) 4 B

(1h)

Stade GO :
hors cycle cellulaire



La Phase S et la Réplication de 'ADN

Rappel : La quantité d’ADN varie au cours du cycle A retenir !

cytoplasm
Cellule a 2N et 2C nucleus
(cellule diploide)

wn
'g_
chromosome o
duplication L
Cellule a 2N et 4C @
C= quantité d’ADN d’une MITOSE
cellule haploide
N= nombre de chromosome _53
dans une cellule haploide =
(7]
(]

Cytodiérese

Cellule a 2N et 2C @ @
Molecular Biology of the Cell, Alberts



La Phase S et
la Duplication des Centrosomes

mitotic exw/Gl S phase G2 phase mIlosis
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Chen & Yamashita, Open Biology 2021



A retenir !

II- METHODES POUR CARACTERISER LES
CELLULES EN PROLIFERATION



II.A. METHODE BASEE SUR LE CONTENU EN ADN

Sl Analyse du
N contenu en
ADN par
! cytometrie
: en flux
é cells in G, and
2 M phases
r Utilisation d'un intercalant de I'ADN :
;e"-" in Bromure d'Ethidium
phase -
lodure de Propidium
Hoescht 33258....
0 1 2
relative amount of DNA per cell

(arbitrary units)
Figure 17-8 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)




II.A. METHODE BASEE SUR LE CONTENU EN ADN

Principe :
Marquage de I’ADN des cellules avec un composant fluorescent (Hoescht, DAPI)
Mesure de la fluorescence des cellules par cytometrie en flux

Hoescht 33258
lié au petit sillon

de 'ADN Cellules humaines (HeLa) marquées
au Hoescht 33258 observées en
microscopie photonique (superposition
de 2 1images)

https://frwikipedia.org/wiki/Coloration_Hoechst




II.A. METHODE BASEE SUR LE CONTENU EN ADN

Principe de fonctionnement d’'un cytomeétre en flux

Systéme électronique

Suspension + informatique

de Ce||u|es - Déetecteurs de
N Fluorescence

I Miroir dichroique

Systeme fluidique
LASER

N § Mesure de la fluorescence
étec teurdu’}v 4 &mise par les cellules
SSC “-' \\o

> Mesure de la granularité

Point
d inter roga ion

.
‘)
.
.
N1/ D
248/
v —
e .
.
.

ent de

Detevteurdu :
FSC

_YSteme optique » Mesure de la taille

Filtre
,A‘ bande-passante des cellules

Poubelle  Systeme de tri

part Z.JE—I“E» de am a

* Le cytometre enregistre les caractéristiques de la cellule quand celle-c1 passe devant
le laser en mesurant:

1.La diffusion de la lumiere incidente (informations sur taille, granularite)

2. ’émission de fluorescence




II.B. METHODE BASEE SUR L’INCORPORATION
D’UN ANALOGUE DE LA THYMIDINE PENDANT LA PHASE S

Ephitelium intestinal
de zébrafish exposé
au BrdU
(bromodeoxyuridine).
Détection avec un
anticorps fluorescent
anti BrdU

OH H

Figure 17-7 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)




I[I.C. IMMUNOMARQUAGE KI67

Ki67 est exprimé dans toutes les phases actives du cycle (G1, S, G2 et M)
mais est absent des cellules quiescentes (GO)




11I-REGULATIONS DU CYCLE CELLULAIRE



Enjeux et caracteristiques du systeme de
controle du cycle cellulaire

Phase G2:
croissance, préparation

de la mitose

Phase G1:
croissance, préparation

de la réplication Phase M:
division cellullaire

GO

- Les différents processus essentiels du cycle cellulaire doivent s’enchainer selon l'ordre correct.
- Chaque processus doit étre terminé avant de commencer le suivant.
- Chaque évenement ne doit se déclencher qu’une fois par cycle

- Les différents évenements sont déclenchés de facon compléte et irréversible



Point de restriction et points de controles

Phase G1:
croissance, préparation

de la réplication Phase M :
division cellullaire

- Point de restriction (contréle I'entrée en phase S)
» Environnement permissif ou non pour le cycle cellulaire
(ex: présence ou non de facteurs de croissance; absence de dommages de 'ADN)

-Point de contréle d’entrée en phase G2
» ADN répliqué (une seule fois)

-Point de contréle en phase M (transition métaphase/anaphase) .
» Alignement des chromosomes en plaque métaphasique A retenir !



[IIA-HISTORIQUE

Travaux de Yoshio Masui (1969-1971) chez le Xénope

Vésicule Germinative (poyau) ‘ globule polaire | (GPI1)
ovocyte A T “
(donneur)

O méiose I
ovocyte I maturation

ovocyte A
cn métaphase Il

microinjection de
cytoplasme de l'ovocyte
A en métaphase IT

|

provoque la
maturation

ovocvte B
(receveur)

|

ovocyte |

Un composé appelé MPF (Meiosis Promoting Factor) présent dans le cytoplasme de l'ovocyte
blogué en métaphase Il est suffisant pour induire le passage en méiose!



[IIA-HISTORIQUE

Expérience de fusion de cellules humaines dans les différentes phases du cycle

Rao et Johnson 1970 Micrographie MET
hétérocaryons iyl R 5o &
AN -3 e
‘. > PA Al 0}; {
’ e ‘h 3
@ \ + e iy ORGH
g 8- |
A o “,‘; ‘,"‘ )
« .3
cellule en cellule en | ";’ g
G1,SouG2 mitose Fusion des cellules v
Chromosomes  (Condensation des
mitotique chromosomes de la
» Facteurs dans les cellules en phase M qui cellule en G1
déclenche I'entrée en mitose suite a la fusion

* Condensation prématuree
des chromosomes
* Disparition de I’enveloppe

Biologie Cellulaire, J C Callen, Dunod/ nucléaire
Biologie Moléculaire de la Cellule,Lodish



[IIA-HISTORIQUE

Expérience de fusion de cellules humaines dans les différentes phases du cycle
Rao et Johnson 1970

fibre chromatinienne

{chromosome) en
cours ou en fin de Cellule hybride (hétérocaryon)

Cellule en phase §

réplication

(interphase)

Novau S

Cellule en phase G1
(interphase)

Novau G

Novau G1

Synthése d'ADN puis entrée en

fibre chromatinienne
non répliquée

mitose : la réplication de la fibre
chromatdienne est induite

Un facteur contenu dans le cytoplasme de la cellule en phase S peut induire la synthese d’ADN
d’une cellule en G1



[IIA-HISTORIQUE

Expérience de fusion de cellules humaines dans les différentes phases du cycle
Rao et Johnson 1970

- - fibre chromatinienne
Novau S
- {chromosome) en
cours ou en fin de Cellule hybride (hétérocaryon)
Cellule en phase § 3
réplication

(interphase)

Novau S

2 cellules
Cellule en phase G2

(interphase)
{ )
\\ :

Noyau G2

Noyau G2
Pas de modification de la
fibre  chromatinienne chromatine : on n'‘observe pas
repliquée o de nouvelle synthése d'ADN

Ce facteur pouvant induire la syntheése d’ADN n’agit pas sur les fibres chromatiniennes déja
répliguées. Il existe donc un mécanisme qui blogue toute nouvelle réplication tant que la mitose
n’a pas eu lieu!



[IIA-HISTORIQUE

Mise en évidence de mutants du cycle chez des levures e~
-

Température permissive (25 - 30 °C)

N

Leland H Hartwell ~ Sir Paul Nurse
for the checkpoints  for the cdks

Prix Nobel de
Médecine 2002

Mutants themosensibles de Shizosaccharomyces pombe

Uzbekov, Cells, 2022



[IIA-HISTORIQUE

Mise en évidence de mutants du cycle chez des levures

91 !

» Découverte des mutants du cycle (cdc pour cell
division control)
P. Nurse, mol. Gen. Genet., 1976



[IIA-HISTORIQUE

Deétermination de la séquence des genes CDC

Transform with
plasmid library

dc28's of wild-type
cac S. cerevisiae DNA
cells Transformed
grown Gene X cdc28* cells
at 25 °C rown at 35°C
© g Principe de la
O q O A méthode
pour le mutant
Gene Y
> No colony de Saccharomyces
formation . . ’s
cerevisiae cdc28
O > Q (cdc2 ® chez S.pombe)
/
CDC28

O 0 Isolate  cpczs
© ‘ c% Coé) ZING

Cells in colony at
various cell-cycle

stages

Lodish,, Mol.Cell. Biol, 5thed



[IIA-HISTORIQUE

Identification du MPF : 2 prot€ines *'
Sir Tim Hunt

Protéine Cdc2 kinase homologue a la protéine de 34kDa du MPF=CDK1 for the cyclins

Prix Nobel de
Médecine 2002

Découverte de la cycline B chez I’oursin

Cycline B= protéine de 45KDa du MPF de Xénope

MPF = CDK1/Cycline B contréle I’entrée en phase M




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Une proteine cycline + une kinase cycline-dépendante : CdK (rappel).
CdK est une sérine-thréonine kinase qui n’est active qu’associ€e a la cycline

mode d'action Shﬂp"ﬁé des C)’L‘"ﬂt‘ FCdK ASSOClatIOIl avec la Cycllne

[ oyl ) V

o TP Changement de conformation au niveau

\__,/?}'”"' de CdK

Lu phosphorylation est ‘
rendue possible par le

rapprochement de 'ATPet | Eixation du substrat possible

de la protéine cible

A retenir !



I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Les différents couples Cycline-CdK dans les cellules de mammiferes

Cyclin A-CDK1
Cyclin B—-CDK1

A retenir !

Transition G2/M

et progression
de la phase M

Cyclin D-CDK4 Progression dans
Cyclin D-CDK6 la phase G1

Restriction
point

N\

Cyclin A-CDK2

Déroulement
de la phase S

Cyclin E-CDk2 === Transition G1/S




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Controle de Pactivité des couples Cycline-CdK

I.  Par synthese /dégradation des cyclines

Cycline E Cycline A Cycline B
\
Fluctuation M
des taux de cyclines start\ i G,/M metaphase anaphase
au cours du cycle G, S G,

“ ‘ _.cyclin "‘ APC/C

G,/s-Cdk  S-Cdk M-Cdk

Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

¢ Ex: Régulation de I’expression des Cyclines D par les facteurs de croissance

Facteur de croissance
). Recepteur
- ’ A retenir !
{ Ras

.

MAPKinase - Voie des MAPKinases

.

activation of transcription regulatory protein

CYTOSOL

~v., Transcription des genes précoces

75

cFos/cJun
Complexe AP-1

NUCLEUS

Expression des genes tardifs
et synthese cycline D

Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

s Dégradation de la cycline B par le complexe APC/C A retenir |

control of proteolysis by APC /C (Anaphase Promoting Complex / Cyclosome)

activating
subunit (Cdc20)
inactive APC /C
M-cyclin "
m
active APC/C
! |

polyubiquitin
chain

DEGRADATION
> = OF M-CYCLININ
PROTEASOME
Cdk ubiquitin (9)
®e
ubiquitylation
enzymes

F 17-150 Mokecular Biclogy of the (ell Ge (© Gardland Science 2015) ., . .
- Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

s Ex: Régulation de de la localisation subcellulaire de la cycline D1

. 4

Nuclear
import

[G1/S]

[G1]

CRM1 = Exportin 1

Gladden & Diehl, Journal of Cellular Biochemistry (2005)




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Controle de ’activité des complexes Cycline-CDK
A retenir !

II. Par phosphorylation/déphosphorylation des CDK

Cycline A-CDK2 forte

Cycline A-CDK2 .
) activite

CDK2
(a) faible activité

fJ d’activation

" Jl . 2

Phosphorylation de la boucle d’activation
par une Cdk Activating Kinase (CAK: Cdk7/CyclinH)

Pour certains complexes Cycline-CDK : controles additionnels cf partie 11D




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Controle de ’activité des complexes Cycline-CDK

A retenir !
II. Par phosphorylation/déphosphorylation des CDK

cyclin inhibitory phosphate
I

Weel
kinase

==
s

Cdclb
phosphatase

[
Cdk activating
phosphate

ACTIVE INACTIVE

Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Controle de Pactivité des couples Cycline-CDK

III Par de petites molécules inhibitrices qui s’associent au complexe
Cycline/CDK : inhibiteur de CDK ou CDKi

A retenir !

¢ C. G- G. l-

D-CDK4/6 E-CDK2  A-CDK2 A-CDC2 B-CDC2

The biology of cancer, R.Weinberg




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Controle de ’activité des couples Cycline-CDK

III Par de petites molécules inhibitrices qui s’associent au complexe
Cycline/CDK : inhibiteur de CDK ou CDKi

Cycline
CDK |

Complexe actif | Complexe inactif

Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »




[TIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Vidéo résumé sur I’aspect structural




I[IIB- LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

III Par de petites molécules qui s’associent au complexe Cycline/CDK et qui
jouent le role de « phosphoadaptateur »

E. Cks1 is a phosphoadaptor subunit involved
in CDK1 interactions with cell substrates

Multiple
low-affinity
sites

A retenir !




[IIB- CONTROLE DE L’ACTIVITE DES COMPLEXES
CYCLINE/CDK

A. Kinase activation B. Inactive forms

Interference

with ATP use

Wee1 and Myt1 |,
phosphorylation /

. n  Interference
Active kinase with ATP use




[IIC- PROGRESSION EN G1 ET TRANSITION G1/S

Cyclin A-CDK1
Cyclin B-CDK1

Cycline D-CDK4
Cycline D-CDK6

Point
de restriction

N\

Cyclin A-CDK2

Cycline E-CDK2

A retenir !

Progression dans
la phase G1

Transition G1/S




[II.C- LE POINT DE RESTRICTION

A retenir !

period during which
cells are responsive
to mitogenic GFs
and to TGF-f3

Point R : choix entre entrée en phase
S et finir le cycle, rester en G1 ou
entrer en GO

R point

Figure 8.6 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)




[II.C- LE POINT DE RESTRICTION

PROGRAM INFLUENCED BY
EXTRACELLULAR SIGNALS CELL-AUTONOMOUS PROGRAM
[ I

mitogens

CDK4/6

(DEl D-CDK4/6 1 E-CDK2 A-CDK2 A-CDC2
(gridri @ - s B B-d-d

1 CDKZ cocz

S

G

Figure 8.12 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

Apres le point R, les complexes
CDK/cyclines stimulent I’avancee du cycle

CDC2 = CDK1

B-CDC2

________lr______

G, —M

A retenir !




Les cellules utilisent plusieurs mécanismes pour rester en état de quiescence:

Faible niveau d’expression des génes qui codent les cyclines D

Les protéines Cyclines D phosphorylées par la kinase GSK3b sont dégradées par

le protéasome apres ubiquitination par le complexe SCF.

Les complexes RB/E2F/DP répriment la transcription des génes codant les cyclines E et A
De hauts niveaux des CDKI p27 et/ou p21 inhibent l'activité des complexes Cyclines/CDK

(A) (B)

lasma membrane exposure to TGF-8
p \ "

2 4

TGF-B
DNA damage
relatively
_____________ - Cip1
weak . P

p15|NK4B

JC

1
GD C.l. @ &

D CDK4/6 E-CDK2 A-CDK2 A-CDC2 B-CDC2 A retenir !

Figure 8.14 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

La voie de signalisation du TGFbeta exerce un effet inhibiteur sur la progression du cycle



Le niveau de cyclines D integre de multiples
facteurs internes et externes

(A) c c (B) growth factor ECM
£ EE v o o EEEE ' '
A i W - - - ST - tyrosine kinase integrins
‘ s b receptors (RTKs) /
<—3.8kb i
'
Sos
Table 8.1 Induction of D-type cyclin expression by extracellular signals .
Ras
Source of signal Signaling intermediaries Type of cyclin / \*\s
Raf  Ral-GDS Ral-GDS
RANK receptor NF-xB pathway D1 l }
MEK Rac L
Prolactin receptor Jak/STAT D1 | F}K GSK-3p
A
Estrogen receptor AP-1TF (?) D1 Es !
MEK
Focal adhesion kinase D1 p90Rsk }
1 MKK4
HER2/Neu receptor E2F and Sp1 TFs D1 IUSRE rt
Wnts-Frizzled receptor B-catenin and Tcf/Lef TFs D1 1 {
Fos Jun
Bcr/Abl D2
FSH receptor cyclic AMP D2 A';-1
Various mitogens Myc D2 %;‘Z‘;‘g:" — HER2/Neu —=—+—» Sp1— D1 < Tcf/Lef <—B-c_a';nin < Frizzled - Wnts
; e
Interleukin-4, 7 receptor D2 STAT Gli NF-kB
Interleukin-5 receptor STAT3/5 D3 ,!k Smooihened ,,EK
- I t
Mitogens E2A TF D3 cytokine PatIhed ARG
receptor receptors
Abbreviations: RANK, receptor activator of NF-kB; FSH, follicle-stimulating hormone. I T varfious
Table 8.1 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014) cytokine  Hedgehog ligands

Figure 8.11 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)



Le proto-oncogene c-Myc favorise la transition G1/S

MAX

@ CDK4

2/ KIP1
CCND2 (cyclin D2)
CDK4 (cyclin-dependent-
kinase 4)
KIP1

Proteasome

ey | KIP1
CUL1
CKS :
(MYC target genes) o

(P27

D) - GEDTD®
:

Inactive

—

e WA\V/A\V/AN
CDKN2B (p15"*)
CDKN1A (p21**™)

Active




I[IT.C- INACTIVATION DE GSK3p3 ET ACCUMULATION DES CYCLINES D

mitogens
plasma

membrane
/

i/

Phosphorylation —
& dégradation des \
Cyclines D |

r‘«c‘:i'.'e Inactive
GSK3p GSK3[

Linactivation de GSK3[3 par AKT favorisera I'accumulation des cyclines D dans le noyau




III.C- INHIBITION DES CDKI

The biology of cancer, R.Weinberg

mitogens

plasma
— membrane
o/

H3K
Akt/PKB .
translocation
_%Yto cytoplasm
021Kip1 I p2

I ) 1

(
a® D D d»

E-CDK2  A-CDK2 A-CDC2 B-CDC2

7Klp1

A retenir !




[II.C- INHIBITION DES CDKI

¢ Role des CdKI : p21/p27

p21KP overlay

Figure 8.15b The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

constitutively
active Akt/PKB 4

dominant-
negative
Akt/PKB

Régulation par modification de |a localisation sub-cellulaire




Phosphorylation de p27kip1 par le complexe Cyclin E/CDK2 :
un exemple de boucle d’amplification positive

-
=

cyclin E s_// —_—

A retenir !

The biology of cancer, R.Weinberg



une ubiquitine ligase (E3)

control of proteolysis by SCF

active
SCF
complex

polyubiquitin
chain

" protein 27\

P

DEGRADATION
=) OF CKIIN
PROTEASOME

kinase
e

Y

Cdk inhibitor protein bquItln (9)

(CKI) . B2

ubiquitylation
enzymes Figure 17-20b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

e La voie de l'ubiquitine/protéasome est impliquée dans I'entrée

en phase S
Remarques: A/ p27kip1 est phosphorylée par Cycline E/Cdk2 puis dégradée par le SCF
(boucle d’amplification positive) mais B/ Cyclines D et E sont dégradées par le SCF (boucle
de rétrocontrole négatif)



[IT.C- CIBLES DU COMPLEXE CYCLINE / CDK?2

‘. Complexe Cycline E/CDK2 activé
=

A

Phosphorylation de

CDKN p27kip1 Phosphorylation de
5 Rb
Dégradation de Activation des

CDKN p27kip1l Facteurs de transcription
. : de la famille E2F

A retenir !




I[II.C- LE GENE RB

« Un gene impliqué dans le contrOle négatif de la prolifération
- Nécessaire pour éviter une prolifération incontrdlée.

- Découvert initialement comme régulateur de la croissance des

neuroblastes de la rétine en développement.

- L'inactivation des deux copies du gene élimine un frein a la prolifération

cellulaire.

- Retrouvé depuis actif dans toutes les cellules

- Famille des protéines a poche (pocket proteins) p107, p130

pRB | NTD NTD Pocket Pocket CTD | |
p107 | NTD Pocket Pocket Pocket| [ CTD
p130 [ NTD Pocket Pocket Pocket CTD




I[II.C- LE GENE RB

s Composant central de cette régulation : protéine Rb (rappel)

thickening of optic nerve
due to extension of tumor

displaced retinoblastoma
normal
retina

Section de P’eil avec un rétinoblastome

The biology of cancer, R.Weinberg




I[II.C- LE GENE RB

“* Régulation de la phosphorylation de Rb (rappel) ,
A retenir !

pPRb
- TN
\

: ‘ ,
Hypophosphorylation Hyperphosphorylation ¢ .-

ST YR -

croissance .\’. = \\
CDKA4/6 n .“_

Aucune phosphorylation Hypophosphorylation

Cycline D

\
y

early and mid-G; Fin de phase G1

The biology of cancer, R.Weinberg



L’hyperphosphorylation de pRB permet ’activation
des protéines E2F

A retenir !

Early G1 cycling cells

Mid/late GT c clln CDK pRB POSITIVE
4/6 < '
:CyC:CDK: ' QQ FEEDBACK ’

cytoplasm <———
_> E2F-targ
X e genes O
_}’ n\?'\f{r ,~ CdC)




[II.C- RB & L’ENTREE EN PHASE S

A Cell cycle DNA B cyclin
) : c
CoMmUmEN: Cyg'n duplication CDK
- ' hypo
GIS -~ @J_ hyper
Transcription” ® cylc:_:lln
. Long-standing Rb}— CDK
D z model l J
Z
G1 % EZ2E >
X Entry into
G2 c,Q C G1 S phase
GO M .
cyclin o \11
Exit from cell D o J. hyper 2
cycle CDK @ . @ cyclin
/ - l CDK
Mitosis cyclin 2
New model E2F , E2F E2F >
GO |_a G1 G1/S Entry into

S phase




I[II.C- PHOSPHORYLATION DE RB

Cyclin A

o

Cyclin A

(Dl’ :é_' Cycle-dependent genes

Cancers 2021, 13(9), 2226; https://doi.org/10.3390/cancers13092226




[II.C- LES PROTEINES E2F

% Mod¢le pour E2F
DP

b )

TTTCCCGC
,MAAAGGGCGm' histone

acetylase
histone EZZ/I; m
deacetylase (
AAG GGCQG

TRANSCRIPTION IS ACTIVATED

pRb

Remarque: Les facteurs de transcription E2F qui

E2F m controlent I'entrée en phase S seront inactives pendant
1/2/31/2 la phase S par phosphorylation par le complexe

h\ /. Vsl '/ \'7 Freine AIeoR
AAGGGCG

TRANSCRIPTION IS REPRESSED

Figure 8.24a The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

A retenir !




III.C- LES PROTEINES E2F

E2Fs induisent: Cibles Réle
E2F Amplification du signal

Orc1; cdc6; mcm6 Initiation réplication

DHFR; TK; pol-a Synthese d’ADN

Cyclines E, A; cdc2; Progression dans
c-myc le cycle cellulaire

A retenir !




II1.C- LA FORMATION DU COMPLEXE DE PRE-REPLICATION

'accumulation de CCDT1 en phase G1 favorise la formation
des complexes de pré-réplication de ’ADN

ORC.

Replication origin

Gl-phase ‘}\

Cde6  “cdtry
ORC UL

ORCA »%

pre-RC

Hernandez-Carralero et al, Cells, 2018




I11.C- LA FORMATION DU COMPLEXE DE PRE-INITIATION

Le complexe Cyclin E/CDK2 favorise la formation de complexe de Pré-Initiation

Cyclin E/COK2 — Stimulation
“ S Inhibition
ORC1-6 * - e Y \!\ TOPBP1 — + Interaction
i\/{ o : - * RECOLS G pe ¥+ Phosphorylation
/ @5 CDC4S pNaPol ¢

€

Treslin { i\
@ GINS \,

-

g ' ,...--.}'f __; . .,

Pre-replication complex Pre-initiation complex

MCM2-7 +

Ongm |
YOBPTOO

Fagundes & Teixeira, Frontiers in Cell and Developmental Biology, 2021




III.C- LA TRANSITION G1/S

Facteurs de croissance

s Résumé

Cycline D/CdK4 p27

Cycline E \ /

/ CdK2

cyclm E \‘—/

Hyperphosphorylation

—@&
@@ | Cyc"d"E
JL
@@ “‘.

Figure 8.25a The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

_—

A retenir !



Phosphorylation des Cyclines E par les complexes Cyclines E/CDK2 :
un exemple de boucle de rétrocontréle négatif

CYCLIN E/CDK2 CYCLIN E/CDK2
ACTIVE LABILE

CYCLIN E/CDK2
INACTIVE

Milioli et al, 2020, Endocrine Related Cancer



III.D- PHASE S

Cyclin A—CDK1
Cyclin B-CDK1

Cyclin D—-CDK4
Cyclin D—CDK6

/

Gy

Restriction
point

N\

Cyclin A—CDK2

4

Déroulement
de la phase S

Cyclin E-CDK2

A retenir !



III.D- PHASE S

Activation de 1’hélicase et recrutement

Cycline A-CDK2 > de la machinerie de réplication

Fourche de \z ADN polymérase
s Réplication — \f
\ P ORIGIN
{ a7 FIRED
\ e
o

Réplication de 'ADN

A retenir !

Remarque: Le complexe Cycline A/CDK2 inactive par phosphorylation les facteurs
de transcription E2F qui contrblent I'entrée en phase S!

Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »



II1.D- PHASE S ET REGULATION DE CDT1

Régulation de Cdt1 et risque de re-réplication de ’ADN
G1 S L G2 M G1

plication Risk

» d
clin

Cdt1 destroyed ¢

Cdt1 level

RL4°42)  CRL1%

Dégradation de Cdtl dépend Dégradation de Geminin dépend

de l'activité du complexe SCF de l'activité du complexe APC/C
L'activité de Cdtl est nécessaire en G1 pour la formation des complexes de pré-réplication
de 'ADN mais son activité doit étre finement régulée pour que I’'ADN ne soit pas répliqué
plus d’une fois au cours des phases S etG2. Zhou et al, Plos Genetics, 2020



II1.D- PHASE S ET REGULATION DE CDT1

APC/C, Cycline A, Geminin et réplication de 'ADN

MCM2-7

Sivaprasad et al, Cell Division, 2007



I11.D- DEGRADATION DE CDT1 & GEMININ

1 Sk 2 167 351 546
Cdtl Middle WHD' C-terminal WHD
PIP box boxes Geminin interface interaction
and degron
b | 96 160 209
| NLS RRK
Geminin  Coliedcoil |
nteraction
B :
Emil, CDK
i 3 ‘Qg, CRLA SCF-Skp2
APC/C-Cdhl u SCF-Skp2 o SCF-FBX031
Gemininy —— Geminin) ——= _ Cdtl ) — 1~ = (Cdt1
g usP37 ;
Aurora A
Dub3, USP7
A
= Cdt1
2 . S MCM_
- -
‘o
+—
e
a
Geminin
Cdtl
M G1 S G2

Capture d'écran Cell cycle phases




FUCCI (Fluorescent Ubiquitination-base Cell Cycle Indicator)

Fucci-G, Orange: mKO2-hCdt1 (30-120)

Fucci-S/G, /M Green: mAG1-hGem (1-110)

EEmAGT= 111

protein
level

SCF™* apc®™ active E3

| |

cell cycle
phase
M/ M/

early G1 G1 G1/S S G2 early G1
|
HE EHOR B

Cat ———— ninin
DNA -
licensing replication G2

Méchali & Lutzman, Cell, 2008




III.E- LE COMPLEXE CYCLINE B/ CDK1 ET LA TRANSITION G2/M

Etude chez S.pombe

Deficit of Cdc25
or

Excess of Weel
Elongated cells
(increased G,)
Deficit of Wee1
or
Excess of Cdc25
Small cells

(decreased G,)

Lodish,, Mol.Cell. Biol, 5thed




III.E- LE COMPLEXE CYCLINE B/ CDK1 ET LA TRANSITION G2/M

¢ Régulation du complexe _
A retenir !

* Cycline B : synthe¢se en S et dégradation a la fin de la mitose

* Régulation par phosphorylation-déphosphorylation de CdK

A. G,: Cdk1 poised for activation

Yl:\

T Dephosphorylation by

Cdc25 phosphatase

PP
L -

- =

Phosphorylation by

Inactive Cdk1 Wee1l & MY“ Active Cdk1
protein kinase protein kinase




III.E- LE COMPLEXE CYCLINE B/ CDK1 ET LA TRANSITION G2/M

¢ Régulation du complexe
* Cycline B : synthe¢se en S et dégradation a la fin de la mitose

* Régulation par phosphorylation-déphosphorylation de CdK

Wee1/Myt1 phosphorylates Cdk1

on T14 & Y15 (inhibitory)
Weet1 Myt
” Cyclin 81 VAL
T1ﬁ1 _
\.44' - \J‘
N\ J \_4, -J
Inactive | Cak1 . 0K 1 \ Cdk1
Kinase (Inactive) ' Gt (Inactive) } _ (Inactive)
Cdk1 CAK ph c;;;ilowlmes Cdc25 J’g -
Cdc25A,B,C ‘ Cyclin B1
Cdk1 on T161 dephosphorylates ' @degraded
Cyclin B1 (stimulatory)  T14 & Y15 (stimulatory)

-




La persistence de molecules d’ADN simple brins ou la
presence de dommages de ’ADN en phase G2 du cycle
conduit a I'inhibition des phosphatases Cdc25 et
empéche I'activation des complexes Cyclines M/CDK1

(ATR (ATM))

Degradation 1
(Cdc25A) @
c-®
Sequestration

(Cdc25B, String?) DO O
RD CD |CT e—
: Interaction @

Cdc25s Cdks/cyclins

Nuclear exclusion
(Cdc25C, S.p. Cdc25)

Inactivation
(Cdc25C, S.p. Cdc25)

>
= > >
g @

The EMBO Journal, Volume: 23, Issue: 16, Pages: 3386-3396, First published: 22 July 2004, DOI: (10.1038/sj.emboj.7600328)



III.E- LE COMPLEXE CYCLINE B/ CDK1 ET LA TRANSITION G2/M

¢ Cibles du complexe Cycline B-CdK 1
A retenir !

* Séparation des centrosomes

* Condensation de I’ADN: phosphorylation des condensines et des histones

* Rupture de I’enveloppe nucléaire : phosphorylation des protéines des pores nucléaires et
des lamines nucléaires

* Changement de la dynamique des microtubules : phosphorylation de protéines associées aux
microtubules

* Phosphorylation du complexe APC/C (Anaphase Promoting Complex) :

complexe ubiquitine —ligase.
APC/C actif permet la progression de la mitose (dégradation de la s€curine, des cyclines A et B

, dégradation de Geminin)




III.E- PHOSPHORYLATION DES LAMINES ET RUPTURE DE
L’ENVELOPPE NUCLEAIRE

* Rupture de I’enveloppe nucléaire : phosphorylation des protéines des pores
nucleaires et des lamines nucleaires

A retenir !
o Lamines phosphorylées
Enveloppe nucléaire Fragments
Protéincs de lisison s de I'enveloppe nucléaire
Lamines

:

chromosomes Lamines déphosphorylées




I[ITA-PHOSPHORYLATION ET ACTIVATION DU COMPLEXE APC/C

A retenir !

Activation du complexe APC

Cdc20/Fizzy : protéine activatrice d’APC

Cd c20 Substrate

-ﬂ.@g\»y

(E3 ubiquitine ligase)

Cycline B/CDK1

Cell, Vol. 116, 221-234, January 23, 2004




III.E- PHOSPHORYLATION D’EMI1 ET ACTIVATION DU COMPLEXE APC/C

D-box | —| Supstratel [
recruitment

UBCH10 | A
DuB

(UBCHS)
/ o

Eal, OO e

*~JUBCHI0 LI A monoubiquitylation
o l

EMOT e 1]

Human EMI1 KASCKIG
Xenopus EMI1 PGSYRIPS E
Human EMI2 GAAKPRNRKD.
Xenopus EMI2 GSAKRIPKKE
Human UBE2S KHAGERDKK -~
Xenopus UBE2S KHAGDRDKK--L

Platform —— uBe2s] | DUB

Polyubiquitylation
( ‘ ,{Egd—boe aded
Yamano, Nature Structural & Molecular Biology, 2013 w

-—p Activation
FCN Phosphorylation
-'-» Ubiquitination

Malacrida et al, Int J Mol Sci, 2022




III.E- ACTIVATION DU COMPLEXE APC/C ET TRANSITION G2/M

'activation du complexe APC/C permet le déclenchement de I'anaphase
et la sortie de Mitose

Anaphase promoting complex/cyclosome (APC/C)

A retenir !
Cyclin B
Securin
w G \ Inactive
< «<——APCIC——>
13 Subunit
‘ ‘ E3 ubquitin Ligase

Separase Actlve
Inactive

:( =
:,4——5

[llustration de Moustafa-Kamal et al (2009)

@ Cohesin
Remarque: L'inactivation du complexe Cyclin B/Cdk1 suite a la dégradation de la Cyclin B par

le complexe APC/C va entrainer la sortie de la Mitose en permettant par exemple la
déphosphorylation des lamines et la reformation de I'enveloppe nucléaire




IV- MECANISMES DE SURVEILLANCE
DU CYCLE CELLULAIRE



IV-MECANISMES DE SURVEILLANCE

A retenir !
Environnement Lésions ADN Lésions Chromosomes tous
extracellulaire Jars VADN coliqus  dans 'ADN attachés au fuseau
Favorable / \ non reans mitotique
G,-Cdk G1IS Cdk —> S-Cdk » M-Cdk —>| APC/C

l Synthese /
< Synthese Cycllne D/E Cycline B

Syntheése Cycline A

s )

Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »




IV-A VOIES DES DOMMAGES DE L’ADN

Single Strand Break Double Strand Break
(IR, Chemicals, (Chemicals, IR...)
replication stress)

V/\"74"7,\ G/ \ "4 /,\\

j DNA insult sensing )K}

co/éa\/ cDC28%

(719
degradation 19
" Cyclin Bode2)

} / %

Cell cycle arrest Apoptosis Senescence DNA repair

Ronco et al, Medicinal Chemistry Communication, 2016




IVA-DOMMAGES DE L’ADN ET ACTIVATION DE P33

** Mécanismes intervenant lors de lésions de I’ADN :

e as . . . A retenir !
stabilisation de la protéine p53 et induction de p21

Cytoplasme NoyallX Dommages ADN (UV, irradiation)
Hypoxie
- murine double minute 2 Télomeres altéreés

Stress de la réplication
Oncogenes activés

U[)'I) (E3 ubiquitine ligase)

\
>
<

dégradation ‘

E_-:t_‘ug:u:-.u:u:(-:-’,\,-:n‘_\,-_d_‘-:-_f,u’,-g:n,)‘ A W

l

Arrét de croissance
Sénescence
(Apoptose)




IVA-DOMMAGES DE L’ADN ET ACTIVATION DE P53

Unstressed condition

(Weinberg, The Biology of Cancer)




IV.B -POINT DE CONTROLE DU FUSEAU MITOTIQUE
SAC (Spindle Assembly Checkpoint)

La transition métaphase / anaphase requiert I'attachement correct de
toutes les chromatides sceurs au fuseau mitotique

spindle pole replicated A retenir !
[ chromosome kinetochore
centrosome (sister chromatids)

motor "\ 4 ss53: +

+

NI7ZZa\4%

—© %
+ G L Ny g t + +

astral microtubules kinetochore microtubules interpolar microtubules

-

Molecular Biology of the Cell, Alberts




IV.B -POINT DE CONTROLE DU FUSEAU MITOTIQUE

1/ Role de la tension

(A) UNSTABLE

7 1]

\\Il N / A / \" /
P WOk R i

(B) UNSTABLE (C) UNSTABLE (D) STABLE

2/ Réle d’un signal inhibiteur produit par les kinétochores libres

A
: & | B P / .
=N NS N \r//\ “Qi‘i /
Tu;le ; 8 e |
B - o N \

‘ v“//‘ A { r//\:\ 1/\ ',/'\ ‘..;'/
=N SN ‘f\,\fE)’Sl “\\*;})K f/‘R*?"‘
Time \. T

Destroy free kinetochore 23 minutes..

with blast of laser lights_ ( I <'1\>’< AN

Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »




IV.B -POINT DE CONTROLE DU FUSEAU MITOTIQUE

1/ Role de la tension

(A) UNSTABLE

(B) UNSTABLE (C) UNSTABLE (D) STABLE
sister chromatid
Ndc80 complex
Aurora-B kinase
‘\MQ/- "/W\/\/-
~® | .S
-T‘—w me— | |
- BI-ORIENTATION e PO
mme——"(P) - mms— POLEWARD
N o e ——e FORCE
='/.<P —’\-'\/\) =
[ P 1T /\/W\? 11
= \ =
P) microtubule
\ plus end
inner outer

kinetochore kinetochore

(A) LOW TENSION (B) HIGH TENSION Tiré du livre « Molecular Biology of the Cell »



IV.B -POINT DE CONTROLE DU FUSEAU MITOTIQUE

2/ Role du complexe MCC (Mitotic Checkpoint Complex)

A
Tur;le d : . e g 23 minutes " =
B g A -
'\\l—”/ ' '\’ \ t’ ‘\:/j ) R ,r" T
Time \l +
Destroy free kinetochore — 23 '"'"U‘es' ‘
with blast of laser lights_ ¢ A
%i" 3 j; §,\ ,//}
substrate
c B &R

______

APC/IC & Q@ APC/C
&/ \’\ Cdo20APce

Checkpoint proteins
not on kinetochore

Go! Wait!
299
Proteins not to scale relative to kinetochore Substrate




V-LA SENESCENCE CELLULAIRE



V- LA SENESCENCE

< 50 |
5 4] pam—
% 0] Sénescence
Y Fibroblastes
£ 90 | de derme humain
% Croissance en culture
s 10 - exponentielle
o
=
0

Fibroblastes en phase Fibroblastes en
de croissance sénescence

médecine/sciences 2018 ; 34 : 223-30




Telomeres et découverte d’une horloge moléculaire

Début du siecele 20e : On pensait que les cellules normales avaient un potentiel
illimité a se diviser.
Trouver le milieu de culture approprie de cellules !

1960 : Cellules ont un mécanisme de comptage de divisions qu’on appelle |a
limite de Hayflick. Une horloge moléculaire ?

1990 : Calvin Harley et Carol Greider proposent que les télomeres fonctionnent
comme un horloge moléeculaire



A- Principaux mécanismes inducteurs de la sénescence

1- Raccourcissement des télomeres

- les structures terminales des chromosomes,
- chez ’'Homme : TTAGGG, repétées en tandem

- longueur moyenne: Homme 5-20kpb

5 /TTAGGG- - - - TTAGGGTTAGGGTTAGGG- - - - TTAGGG 3’
AN\
L I

IAATCCC SRR AATCCC“S’ |
non-telomeric double-stranded single-stranded
DNA of region of 3’ overhang of
chromosome telomeric DNA G-rich strand of
(many megabase (5-10 kbp long) telomeric DNA
pairs long) (several hundred

bases long)



Les téelomeres protegent les extremités des chromosomes

Les chromosomes linéaires se terminent par des structures appelées télomeéres
Les téloméres sont des structures qui permettent de distinguer I'extrémité des
chromosomes des cassures double-brins de '’ADN.

A Actlvates DNA damage

Double-strand break response pathways

Cell cycle arrest
ATM kinase
ATR kinase

DNA repair
Homology-directed repair (HDR)
Nonhomologous end joining (NHEJ)

Protected from DNA

damage response
Telomere pathwgays ;

Fonction des télomeéres: Protéger I'extrémité des chromosomes des
meécanismes de dégradation et réparation de 'ADN.
de Lange, Science 2009



Les téelomeres protegent les extremités des chromosomes

Les télomeéres sont composés de séquences d’ADN répétées associées avec des
Protéines spécifiques des télomeres (Shelterin complex), des histones et des protéines
régulatrices qui protégent les extrémités de la voie de réponse aux dommages de 'ADN (DDR)

Telomere t-loop
’ ’ . a
mﬁ e
: 3' overhang
: 5
2-100 kb
ds [TTAGGG]

LSRN

Figure: Mammalian telomeres are protected by the shelterin complex composed of
6 proteins: TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 and POT1.

The T-loop structure present at some telomeres in dividing cells also contributes to
the capping function since it hides the 3’ extremity in the heteroduplex.

Not shown is the telomeric RNA (TERRA) which can associate with telomeres and

may provide a structural/protective role.
de Lange, Science 2009



Raccourcissement des télomeres au cours de divisions
cellulaires

noyau

Tout au long de la division cellulaire (cellule saine)...

= cellule 4@

>

éé@

(,fbb
<§«@m 90 6%

|

-©
©
\

chromosome \ \

..[es télomeéres raccourcissent, jusqu’au moment
o0 la division cellulaire s’arréte (sénescence).

o



Telomeres : horloge moleculaire

Longueur télomérique

Limite de Hayflick

Activation des mécanismes de la
maintenance de télomeéres

=

Prolifération

|
|
|
|

Sénescence

|
|
|

Cancer

o



Réplication des télomeres



Telomere end-replication problem

%\ RNA primer

=
/ [AATCCCJn C strand

leading strand l replication
(brin précoce)

blunt

Leading-end
rosogond | TRF2-bound Apolio

La synthese du brin discontinu est incomplete.

Telomeres raccourcissent d’environ 25-50 pb par cycle cellulaire.

o -



La réplication des télomeres est difficile

terminal OO
repllcatlon fork G 4 o

><><><><>o<><><

shelterin
TERRA

Telomeres sont des séquences répétitives et G-riches

Présence des structures secondaires: G-quadruplex, t-loop
Présence du shélterin

Présence de TERRA

- Collapse de la fourche

o -



Collapse de la fourche et |le raccourcissement telomeérique
brusque

Telomeric fork collapse and cleavage

— —— =

e
~ telomeric repeats

OO - unreplicated DNA
= ——— =
" Telomere loss —» Senescence
. Genome instability

1
0
8




Maintenance des télomeres



Maintenance des télomeres

Télomeres sont maintenues dans les cellules :
- embryonnaires
- souches
- des organes qui se renouvelent
(peau, tract digestive, sang)
- cancereuses

Maintenance de télomeéres est assurée par :

- Haute efficacité de la réplication

- Elongation des télomeres (courts?)
1. mécanisme principale : la télomérase
2. mécanisme alternatif : recombinaison
3. sans mécanisme




Meéecanismes d’elongation de télomeres

A. Télomérase

3’ extension

ﬁ

ﬁ

h‘ <
< <

Synthese

B. Recombinaison (ALT)

3[
5/
—_ 3
5)
Invasion
_/,__\
Elongation
P — .

Résolution & synthese

!
f
f



telomeres par 6 nt a la fois

Telomerase complex
(telomere elongation)

Shelterin complex
(telomere end protection)

. |

A
LN .""".lll"l-

Telomeric DNA

G-strand AR
T TAGGGTTAGG 3GTTAG
AATCCCAATCC 3
C-strand
\RAPI
k Double-stranded telomeric repeats # ‘G-rich overhang'
(2-15 kb) (50-300 nt)
== Centromere
Cette activité est processive.
— Tlomaes Meéconnus comment la processivite est controlee.

=



ll- Principales caractéristiques des cellules sénescentes

2A — Arrét irréversible du cycle cellulaire

Par accumulation des inhibiteurs de cycline p21WAF1/Cip1
(CDKN1A) et p16INK4A (CDKNZ2A), qui entrainent une activation
permanente de pRB et I'inhibition de E2F.

2B — Sécrétion associée a la senescence (SASP)
Cytokines pro-inflammatoires, facteurs modulant la croissance, .....

Diffusion paracrine qui stimule la sénescence des cellules voisines
et la destruction des cellules sénescentes.

2C — Dommages aux macromolécules : a 'ADN, mais aussi aux protéines
et aux lipides, avec formation d’agrégats.

2D — Augmentation du nombre et de la masse des lysosomes et
activité beta-galactosidase (SA-B-gal activity).



V-SENESCENCE

Activation oncogénique (ex : BRAF Y6"¢) Thérapie anti-cancéreuse
(chimiothérapie, radiothérapie)

Inhibition suppresseur de tumeur (ex : PTEN) Vieillissement

Raccourcissement Agent génotoxique

Stress réplicatif Stress oxydant
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| Stress
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p53
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Mélanome Familial: Génes associés
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Other 2 63%

CDKN2A Unknown .
19.39% 77.98% (2511 pedigrees)

Potrony et al. 2016.



ROLE CLE DU GENE CDKN2A

CDKN2A gene

Al-Kaabi et al, Disease Markers, 2014



L’activité CDKN2A est requise pour induire
la sénescence dans un contexte de stress oncogenique!

Cell senescence and genetics of melanoma progression

1. Mitogenic driver 2. + changes suppressing 3. + mutations sup-

mutation: primary senescence: pressing apoptosis: 4. + telomere
BRAF, MYC, NRAS, CDKN2A, CDK4, CCND1, APAF1, PTEN, PTPs, maintenance:
ERBB4, PTPs, NF1, APC, etc PREX2, PTKs, AKT, TERT (or ALT)
KIT, etc + ++ TP53 etc. pr 7

7
X s,
ol | : .
epidermis

A
Melan @@ eijermis

-ocyte
(N’EXPRIMENT PAS P16!)

Benign
nevus Dysplastic Thin (RGP)
nevus melanoma Metastasis
Keratinocyte-dependent IS (VF)
melanoma
Senescence Extended Defective senescence Immortal
lifespan Telomeres still shortening

“Metamortal”
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