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Description:

https://ecampus.paris-saclay.fr/course/view.php?id=58241#section-0

Cette unité d’enseignement (UE) pluridisciplinaire vise a former les
étudiants dans les disciplines intégratives que sont la biologie cellulaire et
la biologie du développement. L'accent est mis sur les aspects cellulaires
du développement.

Le contenu de 'UE se décline selon trois themes:

(i)Contribution des comportements cellulaires universels (division,
différenciation, croissance/élongation + migration chez les animaux) au
développement embryonnaire et post-embryonnaire.

(i)Spécificités du développement végétal (stratégie d'adaptation a
I'environnement et a ses contraintes).

(iii) Importance de la communication et des interactions entre
cellules/tissus pour le développement harmonieux de I'organisme.



Objectifs d’apprentissage visés :

* https://ecampus.paris-saclay.fr/mod/page/view.php?id=1052881

* OAV1 : Décrire la structure et l'organisation des cellules
eucaryotes animales et végétales

* OAV2 : Schématiser les différents modes de communication
intercellulaire et leur impact sur l'activité biochimique, sur I'expression

génique et sur l'organisation de la cellule cible (cytosquelette en
particulier).

* OAV3 : Décrire et schématiser les comportements cellulaires
fondamentaux (division, différentiation, migration)

* OAV4 : Décrire la formation/organisation et le devenir d’'un nombre
limité de structures embryonnaires ou post-embryonnaires

* OAVS5 (transversal) : Savoir décrire et/ou mettre en ceuvre différentes

techniques d’analyse couramment utilisées en Biologie cellulaire et
Développement

* OAV6 (transversal) : Analyser des expériences in vitro ou in vivo et
modéliser une procédure ou un résultat


https://ecampus.paris-saclay.fr/mod/page/view.php?id=1052881

Organisation de I'UE

« 20h de cours (pas de poly de cours, cours et synthéses de cours disponibles
sur e-campus)

- Biologie cellulaire: Boris Bardot

- Biologie du développement animal: Morgane Locker

- Biologie du développement végetal: Marianne Delarue
« 15h de TD
« 10hde TP

Volume total: 45h

MC2C

* Premiére session
Examen terminal écrit: 0,6
Contrdle continu: 0,4 (Partiel, compte-rendu de TP, quizz et devoir a rendre)

« Deuxiéme session
Examen terminal écrit: 0,6
Contrdle continu: 0,4 (reconduit)

Responsable: Marianne Malartre (marianne.malartre@universite-paris-saclay.fr)



 Les modalités de travail, de contréle continu et les MC2C sont
préecisées sur e-campus :

Début des séances de TD la semaine du 15/01 (quizz sur ecampus a faire
avant le TD1)

 Les polys de TD et de TP seront distribués en séance

« Absences: justificatif obligatoire a fournir au secrétariat, respectez les
délais

TD et TP obligatoires (absence non justifiee = 0/20 pour le devoir
concerne)


https://ecampus.paris-saclay.fr/mod/page/view.php?id=1543476
https://ecampus.paris-saclay.fr/mod/page/view.php?id=1543477
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LAPPORT DE LA FLUORESCENCE EN BIOLOGIE

Qu’est-ce qu’une molécule fluorescente ?

La fluorescence est caractérisée par des transitions électroniques entre un état
singulet fondamental et I'état singulet excité.
La durée de vie moyenne de I'état excité est de I'ordre de 102 a 107 s

GFP:t=2,1ns

..~ Perte d’énergie

“‘-_% e2=hC/A 2

\ e2<el
A>A,

Emission de fluorescence,
de plus faible énergie
Photon (plus grande longueur d’onde)

(lumiere d'excitation)



Le DAPI un fluorochrome qui se complexe sélectivement avec 'ADN double brin
(bases Adénine et Thymine).

NH»

NH
\ O -
H
N N
H

HCI NH

4',6’-diamidino-2-phénylindole (DAPI)

(longueur d’onde d’excitation env 350 nm
Longueur d’'onde d’émission env 460 nm)




LA PROTEINE GFP (Green Fluorescent Protein)

Structure de la GFP

238 aa, 27 kDa

—

42 A /s

» Structure cylindrique en tonneau (« 3 can »). Al'intérieur une hélice alpha avec le
chromophore
» Réseau de liaisons H = primordial pour I'obtention de I'émission de fluorescence



LES PROTEINES FLUORESCENTES

Variants
Jelly Fish M

A
i iiFP
> monomer

- Hydrozoaires Aequoria Victoria
. (bioluminescent) &
PN

: _ — eGFP
Cnidai Wild type ' Venus
nidaires LV rp

— Citrine

\

Cerulean

CGFP

— CFP

Sea pan%y . . Ae— A S
Renilla Reniformis Renilla GFP — PA-GEP | (photoactivable) )
N4 —_—

- MRS (non bioluminescent)
Anthozoaires

tetramer

_Coral
(non bioluminescent)

monomer

tetramer

—hcCP —

(chromoprotein)

dimer

Commercial FP;

eueuegw -
abueiow q

a
—
o
3
=
o

auuabuejw
Asgmelisw
fuaqdseyw




UTILISATION DE RAPPORTEURS GFP -

Regulatory sequence to Reporter gene
be studied (e.g. encoding GFP or
(e.g. a gene’s promoter) luciferase)
DNA
- mRNA

|

A reporter protein
. Amount is easily measured
(e.g. GFP by fluorescence)

10.5 dpc Sox2-GFP mice (neural tube)



Utilisation de chromophores aux propriétés différentes
pour réaliser des double-marquages
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APC (Allophycocyanin + Phycocyanobilin) o057 &
(un complexe protéine + chromophore) Wavelength (o)

T 1
800 850



IMMUNOFLUORESCENCE

DOUBLE MARQUAGE (INDIRECTE)

Fluorescence
verte Fluorescence

Excitation / Excitation / orange

Conjugué Ac de cheval F F Conjugué Ac de cheval
anti-lg de lapin marqué m anti-lg de chevre marqué
/JL\

par la fluorescéine e par la rhodamine

Ac primaire de lapin
Anti-Agl

Agl

Ac primaire chevre
Anti-Ag2

A o

s s s

détection simultanée de deux antigénes dans une coupe de tissue par technique d’immunofluorescence
indirecte UTILSANT 2 MARQUEURS



NH2

NH2

LES PROTEINES DE FUSION GFP

Principe

Protéine X GFP

GFP

Protéine X

COOH

COOH

Exemple

A

Head Rod domain Tail domain

1 28 383 436 544 664

[N[1A]] 18 |]2a] 28 | | igfold | c |

E203G |G232E Cl)294P £386K £482L
H222P

B

WT E203G H222P G232E Q294P R386K R482L
M

GFP-lamin

Lamin B

|

Merge

. o
- ] - . / y
y ’
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\

DAPI
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. s b - .
\ ! . o -
\ |
{ ’
/ Y- ] ' N o {
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Ripathy et al, 1JIB, 2008



RAPPORTEURS « MUL!ICOULEURS »

No recombination: EGFP

1. Recombination at #§: mCeruIeanW
2. Recombination at [J: mOrange m

3. Recombination at |): mCherry .+.-.
ORF of fluorescent

Note: sl CAG promoter  §P1ox2272, loxN, and loxp sites protein with poly A

The Rainbow cassette was knocked into the Rosa 26 locus.



W

Absorbs blue and
ultraviolet light

VWW»

Emits green light

The Nobel Prize in
Chemistry 2008

Photo: U, Montan Photo: U. Montan Photo: U. Montan
Osamu Shimomura Martin Chalfie Roger Y. Tsien

Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3




Biologie cellulaire ?

Comprendre la structuration de la cellule
+ son fonctionnement
+ son évolution



Une cellule unique est a la base de tous les
organismes pluricellulaires




Les origines du vivant

4.5 Mds d’années: formation de la Terre

= 3.8 Mds d’années: apparition des premieres
cellules — procaryotes

= 2 Mds d’années: apparition des premieres
cellules avec organites — eucaryotes

= 1.5 Mds d’années: apparition des algues =
premiers organismes multicellulaires



Les trois divisions du monde vivant

Spirochetes  pickettsia E. coli
I Salmonella
' Neisseria Yersinia
Vibrio
Beggiatoa

PVC superphylum __
(includes ?
Chlamydia)

Proteobacteria
Actinobacteria .

(includes
Streptomyces)

based largely on genome
S sequencing of environmental
~ samples

& 7
Firmicutes Z
(includes Clostridium,
Streptococcus,
Staphylococcus,
and Listeria)

Cyanobacteria 1/
(includes Anabaena i
and Phormidium) i

L

BACTERIA

ARCHAEA

_animals and

fungi

Schéma de divergence des espéces au cours de I’évolution établi

sur la base de la comparaison des génomes.



procaryote vs. eucaryote

Cellule Eucaryote Cellule Procaryote
Taille approximative : 2 - 100 um Taille approximative : 0,5 - 3 um

Mitochondrie

Membrane du Noyau ADN

Capsule

Ribosomes (certains Procaryotes)

Noyau (ADN)

Flagelle

Paroi
(chez certains Eucaryotes)

Membrane cytoplasmique

Apparition de membranes internes/organites



Evolution procaryote vers eucaryote
= theorie endosymbiotique

archaeon DNA expanded archaeal
| protrusions

forming nuclear
envelope

bacterial

ectosymbiont ;

DNA “surface bacterial forming’
protrusions endosymbiont endoplasmic reticulum

ESCAPE OF ENDOSYMBIONT INTO CYTOSOL
A ONEE OF EGTOSYMEIONT. AND FORMATION OF NEW INTRACELLULAR
COMPARTMENTS

La premiere cellule eucaryote aurait pour origine une relation symbiotique
résultant de l'internalisation d’'une bactérie aérobie et d’'une archée anaérobie.



Les mitochondries résulteraient de I’évolution
d’une bacterie aérobie capturée par une cellule
anaeérobie




Apparition de la premiere cellule vegétale
et evolution des chloroplastes

chlorophyll-

nnnnn

Bacterie Chloroplaste
photosynthetique

(A)



Modele d’evolution des cellules eucaryotes

nonphotosynthetic [PhOfOSTEMIS planes  (NSHIMSSE (RO  Watchaes
X bacter -
single-celled eukaryote
w
=
—

bacteria archaea

ancestral prokaryote




animal vs. végetal

Membrane plasmique _~ Filaments intermédiaires

Microtubules

Noyau
Desmosome

Nucléole
Lysosome

Centrosome

: Réticulum

Réticulum endoplasmique
endoplasmique lisse
rugueux
Cytosol
Microfilaments
Ribosome

Mitochondrie
Vacuole

Appareil de Golgi ‘7,7‘

| Peroxysome

Paroi cellulaire i
\ / Microfilaments

Top—
@/

Membrane cellulaire

Chloroplaste Cytosol

Ponctuation Réticulum

avec— endoplasmique
plasmodesme rugueux

Noyau

Mitochondrie Nucléole

\ﬂ Réticulum
Vacuole centrale ﬁggeoplasmrque

|| Q ‘ vh_ =
o \';Q‘i*: J Appareil de Golgi
w Microtubules

Point commun et différences ?



Membrane plasmique

Microtubules -

Noyau 3

Nucléole / i

Centrosome

Réticulum X
endoplasmique
rugueux

Microfilaments -

Mitochondrie

Appareil de Golgi

animal vs. végetal

/ Filaments intermédiaires Paroi cellulaire

Membrane cellulaire —

Chloroplaste

y
Desmosome Ponctuation /
avec
plasmodesme
Lysosome
Réticulum
| endoplasmique
J_lisse Mitochondrie
£ Cytosol
Vacuole ]entrale
Ribosome
Vacuole

Points communs

vPeroxy

/ icrofilaments

y . - pe L lisse
@‘\ Appareil de Golgi
\

Cytosol

_- Reéticulum

endoplasmique
rugueux

Noyau

_—— — Nucléole

Réticulum
endoplasmique

Microtubules




animal vs. vegetal

Membrane plasmique Do Filaments intermédiaires

Microtubules . S N
Noyau J '
/ / i E Desmosome
Nucléole / -
Centrosome : . = L Lysosome
Réticulu \ ’ :———— m:um
pm . 4 asmique
endoplasmigue \ — * | lisse 5
rugueux . |
—— Cytosol
Microfilaments . i "% o
: /> Ribosome
Mitochondrie =P /
/ 2k Vacuole
Appareil de Golgi " ek

Paroi cellulaire

Membrane cellulaire

Chloroplaste

Cytosol

= - ?/ Pemxy;meMicrofilaments
g

Réticulum

Ponctuation 0 '
avec— endoplasmique
plasmodesme ' rugueux
Noyau
Mitochondrie : Nucléole
\ﬁ \ Réticulum
Vacuole centrale ﬁ?ggplasmlque

‘ \ %_\ApparelldeGdgl

Microtubules

Différences



Complexite de la cellule eucaryote

coexistence de « cellules » dans 1 cellule eucaryote:

. existence de compartiments distincts delimites par des
membranes = organites membranaires

. existence de domaines cytoplasmiques « différents »

. existence de plusieurs génomes: nucléaire, mitochondrial
,chloroplastique

— avec toute la machinerie « d’entretien et d’utilisation »:
polymeérases, ribosomes... autonomie partielle
— Rq: mitochondries et plastes = bactéries...



Naissance des organismes multicellulaires

unicellular ancestor
of animals

ACQUISITION OF
mitochondrion @ MULTICELLULARITY
nucleus DIVERGENCE >
OF ANIMAL
AND PLANT
LINEAGES /
ACQUISITION OF
MULTICELLULARITY
eucaryotic
common @
ancestor cell
unicellular

ancoctor of plants | ACQUISITION OF
P CHLOROPLASTS  chloroplast

La multicellularité est apparue de nombreuses fois de fagcon indépendantes chez
les eucaryotes (et aussi chez les procaryotes)



Les formes agrégatives et clonales de la multicellularité

B Aggregative forms

C

Clonal forms

Spherical mass of
propagules (with or
without stalk)

<,
@""g? single
¢ w cells

aggregation

Sorogena (Ciliata)
Dictyostelia (Amoebozoa)
Fonticula (Holomycota)
Guttulinopsis (Rhizaria)
Acrasis (Excavata)

Spherical mass of
propagules (with or
without stalk)

serial
cell

: division

)
VAN

Myxgoastria (Amoebozoa)
Ichthyospore (Holozoa)

Swimming
flagellated
sphere

4|
I\ |
."\
.
&

1 serial

cell
¢ division

Choanoflagellata
Volvocales
Actinomonas
(Heterokonta)
Chrysospharella
(Chrysophycaea)
Metazoan embryos

Sessile filamentous
or
branched colony

serial
l cell
division

I <o
. e o
1% ,"l'. A LR

Fungi
Plantae
Rhodophycaea
Chrysophycaea
Codosiga
(Choanoflagellata)
Zoothamnium
(Ciliata)

Syncytial
plasmodium

serial
karyocynesis

Physarum
(Amoebozoa)
and other Myxogastria

Brunet & King, Developmental Cell, 2017



Les organismes
multicellulaires sont:

- produits a partir d’une cellule unique

- composés de cellules distinctes (formes
et fonctions différentes) organisées en
tissus, organes et appareils

* humain: 104 cellules
» 2x107 cellules se divisent par seconde
e 220 tissus différents.




Comment creer un organisme multicellulaire ?

NP K AP NP,

® CEPO@® @@ ®6 @
P Vb ol il \.x 1/@
OCEPO® EO®® oo S
®

CELL PROLIFERATION CELL SPECIALIZATION CELL INTERACTION CELL MOVEMENT

0.000 days ~

o




LA DIVISION CELLULAIRE

| I-VUE
D’ENSEMBLE
DU CYCLE

CELLULAIRE



Les differents types de cycles cellulaires

POST-MITOTIC

MITOTIC CELL CYCLES CELL CYCLE
CLEAVAGE CYCLES CELL CYCLES 14-16 SOMATIC CELL CYCLES ENDOCYCLES
Xenopus and Drosophila Drosophila Stem/progenitor cells Drosophila Medicago trunculata Arabidopsis
Increase cell number Increase cell number Increase cell number Follicle cells Root nodule Cortex
Uncoupled from cell growth Uncoupled from cell growth Coupled to cell growth Nurse cells
Lack checkpoints Contain checkpoints Contain checkpoints Larval tissues
Do not increase cell number
FISSION CYCLE Coupled to cell growth
Chlamydomonas Increase DNA ploidy
Increases cell number
Coupled to cell growth
through size sensor
Cycles chez certains embryons
(phases précoces du developpement)



La Phase S et la Réplication de FADN

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

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

wn
<
chromosome o
duplication m
Cellule a 2N et 4C @
C= quantité d’ADN d’une MITOSE
cellule haploide
N= nombre de chromosome E
dans une cellule haploide ~
wn
n

Cytodiérese

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



FOCUS: Les cohésines assurent la cohésion des chromatides sceurs

(A) (B) (@)
Smc molecule Smc1 Scc3
/ C/ i \N I
Binge ATPase ‘ J
domain N\ W

Sccl
L |
20 nm

sister chromatids

Molecular Biology of the Cell, Alberts



La Phase S et
la Duplication des Centrosomes

microtubule pericentriolar

. ., ) matrix
Micrographie électronique du centrosome

d’une cellule animale en phase S

Molecular Biology of the Cell, Alberts

pair of
centrioles




Les differentes étapes de la Mitose (M)

1 PROPHASE

intact
nuclear
envelope

kinetochore

condensing replicated chromosome, consisting of
two sister chromatids held together along their length

Molecular Biology of the Cell, Alberts



FOCUS: condensine et compaction de la chromatine ||

Phases de la division et événements associés . L
Condensine : 5 sous-unités

i la ch i
Compaction de la chromatine Domaine ATPase

T /\\/f\\//\\//\\/f\\/

“beads-on-a-string™ ° N
form of chromatin ‘\‘ /‘

|‘_‘

chromatin fiber \/". W\
e e 50
nudeosomes J_ 1
Association '

chromatin fiber N T Ve .o s
folded Into loops 2o ez At Tnm

‘\ / centromere
entire l
mitotic 1400 nm
chromosome :

NET RESULT. EACH DNA MOLECULE HAS BEEN
PACKAGED INTO A MITOTIC CHROMOSOME THAT
IS 10,000-FOLD SHORTER THAN ITS FULLY
EXTENDED LENGTH

Molecular Biology of the Cell, Alberts ®



Les differentes étapes de la Mitose (M)

2 PROMETAPHASE

Prometaphase starts
ooy abruptly with the
centrosome BT S breakdown of the nuclear
at spindle envelope. Chromosomes

pole can now attach to spindle

microtubules via their
kinetochores and undergo
active movement.

kinetochore chromosome in active motion

microtubule

Molecular Biology of the Cell, Alberts



FOCUS: Les kinétochores attachent les chromatides sceurs au fuseau mitotique

replicated
chromosome
' kinetochore

anaphase chromatid ‘ direction of
| I | —>» chromatid

centromere region
of chromosome

/ kinetochore

AN

microtubules
embedded in
kinetochore

kinetochore
microtubules

L1

(A) | (B) chromatid Q)
2 um



FOCUS: La lamina nucléaire

filaments intermédiaires (lamine) dans le noyau

Broers, Maastricht
Pays Bas

\ l appareil deicolgir

. RE rugueux |

enveloppe nucléaire

= réseau de lamine sous la membrane nucléaire interne.

Lors de la mitose, les lamines sont phosphorylées ce qui

désintégre la lamina et permet la rupture de I'enveloppe nucléaire



Lamine et progéria (syndrome de Hutchinson-Gilford)

Scaffildi et al., 2005

Géne LMNA — Lamine Aet C. Pré-Lamine A est dans I'enveloppe nucléaire
puis clivée pour entrer dans le nucléoplasme et former la lamina.

Mutation dans le progéria — Pré-Lamine A est tronquée en progeérine qui

reste accrochée a la membrane nucléaire et la déforme avec accolement de
la chromatine (une naissance sur 4 a 8 millions!)



Les differentes étapes de la Mitose (M)

3 METAPHASE

centrosome at
spindle pole

kinetochore
microtubule

Molecular Biology of the Cell, Alberts

At metaphase, the
chromosomes are aligned
at the equator of the
spindle, midway between
the spindle poles. The
kinetochore microtubules
attach sister chromatids to
opposite poles of the
spindle.




FOCUS: Assemblage du fuseau mitotique
| ARETENR 1

spindle pole replicated

chromosome kinetochore
centrosome (sister chromatids)
motor P +
+ + +
+\ / \ //+
+\<@ @ +

+ -+ T ) XY X X XS + +
+

astral microtubules kinetochore microtubules interpolar microtubules

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



Les differentes étapes de la Mitose (M)

4 ANAPHASE

daughter chromosomes

shortening
kinetochore

spindle pole
microtubule

moving outward

At anaphase, the sister chromatids synchronously separate to form two
daughter chromosomes, and each is pulled slowly toward the spindle
pole it faces. The kinetochore microtubules get shorter, and the spindle
poles also move apart; both processes contribute to chromosome

segregation.

Molecular Biology of the Cell, Alberts



FOCUS: Cycle des cohésines et
Ségregation des chromatides soeurs

Prophase Prometaphase Metaphase Early anaphase

Release of
arm cohesin

(PIk,
Aurora B)

Inner centromere

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

Current Biclogy

- Shugoshin 1 (ange gardient!)



Les differentes étapes de la Mitose (M)

5 TELOPHASE

set of daughter chromosomes
at spindle pole

contractile ring
starting to
contract

centrosome

overlap

microtubules nuclear envelope

around individual



Les differentes étapes de la Mitose (M)
6 CYTOKINESIS (voir cours Mariane Delarue pour le cytokinese chez les végétaux) -

completed nuclear envelope
. surrounds decondensing
“\, chromosomes

contractile ring
creating cleavage
furrow

re-formation of interphase
array of microtubules nucleated
by the centrosome

During cytokinesis, the cytoplasm is divided in two by a contractile ring
of actin and myosin filaments, which pinches the cell in two to create two

daughters, each with one nucleus.



LA DIVISION CELLULAIRE

)\ 11-ROLES DU
S CYTOSQUELETTE

o
e )



.... le(s) cytosquelette(s)

A - MICROFILAMENTS D’ ACTINE
Diameétre 8 nm environ

B - MCROTUBULES de TUBULINE
Diametre 25 nm

C - FILAMENTS INTERMEDIAIRES
Diameétre 10 nm
environ 6 types de
fillaments
de composition et de fonction difféerentes ...
lIs différent selon le type cellulaire




A/ Les microtubules de tubulines:
Roles au cours de la Mitose



Tubulines et microtubules

La base = 2 protéines aet Bde 50 kDa (85-90% homologie) issues de
plusieurs genes pour les 2 sous-unités

Tubulme totale Dapi M E F

A Transmission Tubuline détyrosinée

-~ >
Interphase ‘_

B Transmission Tubuline détyrosinée Tubuline acétylée Dapi

o ---
Mitose

(anaphase)

Sadoul, 2018

Cytocinese



Assemblage des microtubules N

§-tubulin

GTPouGDP :

o

tubulin heterodimer
(= microtubule subunit)

protofilament

plus
end

minus
end

o-tubulin {8)

LA

(El | ‘ ;-

(C) microtubule
50 nm



Dynamique des microtubules il

(@@ Ty —

l rapid growth with GTP-capped end
(@ —

l random loss of GTP cap CATASTROPHE
(@@ O -

l rapid shrinkage
@@ @@

l regain of GTP cap RESCUE
(@@ -

l rapid growth with GTP-capped end
(o 4

@) l etc.

GTP-tubulin dimer
o p

exchangeable GTP l
w - B

straight protofilament

GTP HYDROLYSIS CHANGES SUBUNIT CONFORMATION
AND WEAKENS BINDING AFFINITY IN THE POLYMER

@ GDp less stable ’
region of :‘:’ :”
curved protofilament I microtubule ’:” ‘,’:
containing " ”

DEPOLYMERIZATION GDP-tubulin ’:’:” ’:’:’g

g dimers
o | ;g:m g:m
mE o ome
GDP—GTII> EXCHANGE L ‘:’!!’ :’:’!’
—
GROWING SHRINKING
(B) ©



Role tubuline y (TURC)

protofilament yTuRC

tubulin dumer

\“
'ao

unstable protofilament assembly

lateral interactions
A supported by yTuRC

GCP proteins

Cc

Tovey et al., 2018

rapid microtubule
growth

D

minimum stable
microtubule seed

E

Tovey et al., 2018

+ microtubules growing from
y-tubulin ring complexes
of the centrosome

Figure 16-30b Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Nucléation puis allongement des protofilaments



(Dé-)Stabilisation des microtubules
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Des « poisons » du fuseau qui interferent avec la dynamique des microtubules

sont utilisés comme agents anticancéreux

Nocodazole & Aliha ubalin ‘ |
Vinca alkaloids geta tubuiin () Taxanes prevent
prevent microtubule microtubule

assembly. disassembly.



Organisation des microtubules

. Morphogeénese cellulaire: microtubules de la cellule animale

microtubule
triplet

Centrosome = 2 centrioles perpendiculaires
+ materiel pericentriolaire

Fu et al., 2019



Organisation des microtubules

. Fuseau mitotique

Immunofluorescence:
Vert: tubuline ¢

Bleu: chromosomes

“chromatides soeurs
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Moteurs
moléculaires:
Kinésines et
Dynéines




Les kinesines et les dynéines

pole négatif (-) pole positif (+)

S S S s O S

Domamne . h

i. Domaine a
de téte

- detéte Vers la membrane

\ cytolplasmique

Vers
le noyau

Chames

' — Coiled=coil
Basc - = légere et ,
intermediaire



FOCUS: Les kinésines [Anerenm |

N
‘ C Impliquées dans le transport de cargo

Y C le long des microtubules

kinesin-1 (Se déplace vers I'extrémité +)

Q@
@

kinesin-5

. a"
& Favorise la dépolymérisation des microtubules
‘ T (Se déplace vers I'extrémité +)

kinesin-13

.
N '&—c

kinesin-14

=

Impliquées dans le glissement des microtubules
Interpolaires lors de I'anaphase B
(Se déplace vers I'extrémité +)

=

(Se déplace vers I'extrémité -)
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FOCUS: Assemblage du fuseau mitotique

spindle pole replicated

chromosome kinetochore
centrosome (sister chromatids)
motor P +
+ + +
+\ / \ //+
+\<@ @ +

+ -+ T ) XY X X XS + +
+

astral microtubules kinetochore microtubules interpolar microtubules

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



Attachement des chromosomes au fuseau mitotique

A plus end of microtubule centromeric
nucleosome
- \o R, |
i35
EEEEEEEE 7
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Mise en place du fuseau

kinesin-14

spindle microtubule Kinésine 5 (tétramere)

+ centrosome

plasma

sister chromatids
membrane

Kinésines 4 et 10 :
chromokinésines

Mise en place du fuseau coordonnée par dyné€ine et kinésine



Transition métaphase - anaphase

(A) ANAPHASEA  CHROMOSOMES ARE PULLED POLEWARD

kinetochore microtubules

@5. -~ spindle pole 3
NARTH AT
S| LT REMOVAL L s .

t
f f
st ., posoowy -t
. \ /'... ADDI“ON . \ /'

“ “ kinetochore microtubules
shorten, dragging chromosomes
o / \. TUBULIN  + /' . toward their spindle pole

. ‘ « ADDITION .

§-— speckles moving —
poleward
; \ / TUBULIN \ /

(D)
plasma mem

- 0—‘—0—)
..




Anaphase [Areren]

(A) ANAPHASEA  CHROMOSOMES ARE PULLED POLEWARD (B) ANAPHASEB  POLES ARE PUSHED AND PULLED APART

kinetochore microtubules

a pulling force at the cell cortex (1)
kinetochore microtubules drags the two poles apart; a sliding
shorten, dragging chromosomes force between antiparallel microtubules
toward their spindle pole at the spindle center (2) pushes the

poles apart

e —
———— —
B — \q_—o
plasma membrane microtubule growth at

plus ends of microtubules

helps push the poles apart



ANAPHASE

b. Early Anaphase B (poleward flux off)

Anaphase B c. Late Anaphase B

< S, >

Key

¢ cortical pulling motors i crosslinking motors and MAPs
#\ flux motors (kinesin-13) A cortex




Mise en place du fuseau

kinesin-14

spindle microtubule Kinésine 5 (tétramere)

+ centrosome

plasma

sister chromatids
membrane

Kinésines 4 et 10 :
chromokinésines

Mise en place du fuseau coordonnée par dyné€ine et kinésine



Divisions asymeétriques et ségrégation de composants cytoplasmiques

ARN et protéines dans les
cellules fondatrices de la lignée
geminales

Caenorhabditis elegans

¥

1.2 mm

X

] body wall

uterus vuiva epidermis
V/ENTRAI



B/ Les filaments d’actomyosines:
Roles au cours de la cytodiérese



Assemblage des microfilaments d'actines

Molecular asymmetry

actin molecule

plusend EXeD
‘ P & ".:.'
) (barbulée) | 1o

infilament)

minus end minus end

(A) (B) (pointue) ()

Figure 16-11 Molecular Biology of the (2l ée (£ Gardand Science 2015)

Actine globulaire « G » non polymerisée Actine filamentaire « F » polymerisée



Assemblage des microfilaments d’'actines

EXEET
Jgg N
R

Actine F = microfilament = filament d’actine




Assemblage des microfilaments d’'actines

Filament

Monomer

Mass

CC Actin concentration

Concentration seuil de polymérisation !



Regulation de 'assemblage
[ Aereni 1|

free actin free actin
monomer monomer

plus-end growth . plus-end growth
\ actin filament \
N H H profilin @i m
/\ ® © y ® ®)
actin- <=, actin
#% thymosin ‘} no binding rapid plus-end growth

no plus-end growth mp profilin 0
complex complex

actin-profilin complex

-\

® actin filament &)
free actin >
monomer‘
x‘hymosin /

actin-thymosin complex

PROFILIN COMPETES WITH THYMOSIN FOR BINDING TO ACTIN MONOMERS
AND PROMOTES ASSEMBLY

Figure 16-15 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

Profiline et Thymosine régulent la vitesse d’élongation



(Dé)-Stabilisation de I'assemblage

@
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actin filament
- B
- AA“A + / \ _ e A 2
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K
cofilin tropomyosin
binds ADP-actin filaments, - v stabilizes filament
accelerates disassembly = +—‘/ iz +
gelsolin capping protein
severs filaments and prevents assembly and
binds to plus end disassembly at plus end

— Reégulent les effets biologiques



La phalloidine, une toxine extraite de champignons tel que I'’Amanite Phalloide, se lie
A I’actine, empéchant sa dépolymérisation et empoisonnant la cellule.

Structure de la phalloidine

Phalloidine
(C35H48N80115)

Un marquage Phalloidine-FITC

Amanita phalloides permet la visualisation
des microfilaments d’actine



4 types de construction de microfilaments

stress fiber

cell cortex

P

N R

Iamelllpodlum

contractile bundle gel-like network dendntlc network tight parallel
bundle
|
100 nm
Figure 16-21 Molecular Biology of the Cell 6e (£ Garland Science 2015) Embrand]ermnt FI n‘tS d ,
Filaments disposes l amed ISIIDO?S
avec des polarités avec des polartes
identiques

opposées



Autres proteines en interaction avec l'actine F

filament bundling, cross-linking, and attachment to membranes

fimbrin Q plﬂsbma
E E E E mem ran

a-actinin filamin spectrin

faisceaux (Ezrin, Radixin, Moesin)

— Reégulent les effets biologiques de 'actine F



Moteurs
moléculaires:

La superfamille des
myosines




Les myosines forment une famille de molécules
capables en utilisant de 'ATP d’induire un déplacement

myosin overall
type  structure
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2
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La queue des myosines de type |l leur permet de
s’'associer sous forme de filaments épais bipolaires

actin-binding site

myosin —__ _ S u//
chains IS0 App \ /

blocked” " pHOSPHORYLATION SPONTANEOUS
actin-binding = BY MLCK SELF-ASSEMBLY bipolar filament

site il of 15-20 molecules

~— myosin tail released

INACTIVE STATE ACTIVE STATE
(light chains not phosphorylated) (light chains phosphorylated)

(A)



Le cycle des interactions

myosine/actine

N

actin filament

&

minus plus
end myosin head end

r— ATP

cNV\...

myosin
thick filament

'NV\.‘

' HYDROLYSIS

,1 { . — lever arm

‘ADP P
) |

~AM..

POWER STROKE P

- ADP

minus ‘ plus
end end
AAAAS

.

ATTACHED At the start of the cycle shown in this figure,
a myosin head lacking a bound nucleotide is locked
tightly onto an actin filament in a rigor configuration (so
named because it is responsible for rigor mortis, the
rigidity of death). In an actively contracting muscle, this
state is very short-lived, being rapidly terminated by the
binding of a molecule of ATP.

RELEASED A molecule of ATP binds to the large cleft on
the "back” of the head (that is, on the side furthest from
the actin filament) and immediately causes a slight
change in the conformation of the actin-binding site,
reducing the affinity of the head for actin. (The space
drawn here between the head and actin emphasizes this
change, although in reality the head probably remains
very close to the actin.)

COCKED ATP binding triggers a conformational change
in the cleft that leads to a rotation in the converter
domain, causing the lever arm to swing out and the head
to be displaced along the filament by a distance of about
5 nm. Hydrolysis of ATP occurs, but the ADP and inorganic
phosphate (P) remain tightly bound to the protein.

RE-BINDING AND POWER STROKE The myosin head
binds weakly to a new site on the actin filament, causing
release of the inorganic phosphate produced by ATP
hydrolysis, concomitantly with the tight binding of the
head to actin. This release triggers the power stroke—the
force-generating change in shape during which the head
regains its original conformation. In the course of the
power stroke, the head loses its bound ADP, thereby
returning to the start of a new cycle.

FORCE GENERATING At the end of the cycle, the myosin
head is again locked tightly to the actin filament in a
rigor configuration. Note that the head has moved to a
new position on the actin filament.



La cytodiérese dépend de la formation
d’'un anneau contractile d’actomyosine

FIGURE 46.3 STAGES OF CYTOKINESIS BY A CONTRACTILE RING. A, The contractile ring forms around
the equator during telophase of mitosis. B, Contractile ring constricts to form a cytokinetic furrow in the plasma
membrane. C, Abscission occurs in the cytoplasmic bridge on either side of the midbody as the chromatin
decondenses in the nuclei of the daughter cells.



La contraction de I'anneau
d’actomyosine pendant la
cytodiérese dépend de l'action
contractile des filaments épais
de myosine de type Il et de la
dynamique d’assemblage et de
désassemblage des
microfilaments d’actines




Aurora-B

inactive RhoA -

n centralspindlin

GDP Rho GEF
(Ect2)

Rho GAP

L'activité de la protéine RhoA-GTP favorise B ooy

I'assemblage et la contraction / \

d e I’a nneau contra Ctile formin Rho-associated kinases
(including ROCK)

|

myosin
phosphatase

VL

regulatory myosin
light-chain
phosphorylation

\

actin filament 1
formation myosin Il activation

\ /

assembly and contraction of actin-myosin ring



La mitose peut avoir lieu sans cytodiérese!

(1) Stages
Cellularization
(150-180 min)

Ex: Les 13 premiers rounds de division chez 'embryon de Drosophile



Une cytodiérese incomplete favorise les échanges entre
cellules « infirmieres » et ovocyte chez Drosophila melanogaster

Ring

canals




LA DIVISION CELLULAIRE
Al lll- 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

- Les différents processus essentiels du cycle cellulaire doivent s’enchainer selon I'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 complete et irréversible



Point de restriction et points de controles

Phase G2:
croissance, préparation
de la mitose

Phase G1:
croissance, préparation

de la réplication Phase M :
division cellullaire

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

-Point de controle en phase M (transition métaphase/anaphase)
» Alignement des chromosomes en plaque métaphasique



LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Une protéine cycline + une Kinase cycline-dépendante : CdK (rappel).
CdK est une sérine-thréonine kinase qui n’est active qu’associée a la cycline

Cycline Association avec la cycline
‘ v

Changement de conformation au niveau
de CdK

\

Fixation du substrat possible

\|I//
-

Kinase cycline-déependante : CDK




LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Les différents couples Cycline-CdK dans les cellules de mammiféres

Cyclin A-CDK1
Cyclin B-CDK1

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



LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Controle de Pactivité des couples Cycline-CdK -

I.  Par synthese /dégradation des cyclines

Cycline E Cycline A Cycline B
\
Fluctuation ﬂ
des taux de cyclines start\ . G,/M 1 - metaphase-anaphase
au cours du cycle G, S iM G,

“ ‘chclm “ APC/C

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




LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Controle de Pactivité des couples Cycline-CdK

I.  Par synthese /dégradation des cyclines + localisation sub-cellulaire

Cycline D Cycline E Cycline A Cycline B
nucléaire - .
Fluctuation
des taux de cyclines Start\i : G,/M E metaphase-anaphase

v v
au cours du cycle D s ST im G,
“ ‘ _cyclin "‘ APC/C

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

Cas particulier de la cycline D : taux régulé par les facteurs extracellulaires
Egalement régulation par sa localisation sub-cellulaire



Regulation de la localisation subcellulaire de la
cycline D1

&

Nuclear
import

[G1/S]

[G1]

CRM1 = Exportin 1

Gladden & Diehl, Journal of Cellular Biochemistry (2005)



LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Controle de Pactivité des complexes Cycline-CDK -

II. Par phosphorylation/déphosphorylation des CDK

Cycline A-CDK2 forte

Cycline A-CDK2 o
activité

faible activité

Phosphorylation de la boucle d’activation

Pour certains complexes Cycline-CDK : contrbles additionnels cf partie IID




LES COMPLEXES CYCLINE/CDK

Controle de ’activité des couples Cycline-CDK -

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

(A)

16|NK4A
15INK4B
18|NK4C
p1 9|NK4D

‘D
& dD G- G. l.

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

The biology of cancer, R.Weinberg




La transition G1/S

period during which
cells are responsive
to mitogenic GFs
and to TGF-3

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)



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

Progression dans
la phase G1

Transition G1/S




SKP2 (F -box protein)
[ 9

Le complexe SCF (Skp Cullin F-box containing
complex): une ubiquitine ligases (E3)

control of proteolysis by SCF

active
SCF
complex

protein /7y \\
P
kmase

polyubiquitin
chain

=
DEGRADATION
= OF CKIIN
PROTEASOME
Cdk inhibitor protein ublqmtm (9)
(CKI) . J
ubiquitylation
enzymes Figure 17-20b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

* Lavoie de '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 rétrocontrble négative)



TRANSITION G1/S

Complexe Cycline E/CDK2 activé

\

Inhibition d’APC,
Activation CyclineA/Cdk2,
Phosphorylation de

CDKN p27kipl Phosphorylation de
Rb
Dégradation de Activation des
CDKN p27kip1 Facteurs de transcription

par le SCF de la famile E2F




Le gene Rb [ARETENIR1]

« Un géne impliqué dans le contrble négatif de la prolifération
« Neécessaire pour éviter une prolifération incontrélée.

- 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 GIDE| ]

p107 ([ NTD Pocket | Pocket | [Pocketl [ CTD | ]

p130 | NTD ] | Pocket | [ Pocket | [Pockef [ CTD | )




PRB hyperphosphorylee relache
les facteurs de transcription E2F

GO cells

Early G1 cycling cells

POSITIVE

Mid/late G1  |cyclin| CDK
D | 46 | >

I Cyc‘CDK

cytoplasm €«——— @

FEEDBACK ‘

E2F-target

" _ | genesON :
p TN T CdC@ E




TRANSITION G1/S

“* Modg¢le pour E2F
E2F | DP
1 | ARETENIR 1|
TTTECECEGE
’MAAAGGGCGm' histone
acetylase
histone EZZ/I; 'IID/I;
deacetylase (
AAGGGCG

TRANSCRIPTION IS ACTIVATED

Remarque: Les facteurs de transcription E2F qui
contrblent I'entrée en phase S seront inactivés pendant
la phase S par phosphorylation par le complexe

AAGGGCG

TRANSCRIPTION IS REPRESSED

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




Réles des facteurs de transcription E2F

E2Fs induisent: Cibles Role

E2F Amplification du signal

Orc1; cdc6; mcmb6 Initiation réplication

DHFR; TK; pol-a Synthese d’ADN

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




TRANSITION G1/S

¢ Régulation de la phosphorylation de Rb (rappel)

R point
pRb - P P
- = !
Cycline D ) b P
Hypophosphorylation Hyperphosphorylation ¢ . -
Facteurs fﬁl(ﬁ' \ ‘—.
de 'l J \ N\_
croissance .\:’, -’// \\ &
CDK4/6 n P —
Aucune phosphorylation Hypophosphorylation
early and mid-G; Fin de phase G1

The biology of cancer, R.Weinberg



Phosphorylation de pRb pendant le cycle cellulaire

CyclinB

> e

&0
V

‘Dg :é_' Cycle-dependent genes

Cancers 2021, 13(9), 2226; https://doi.org/10.3390/cancers 13092226




TRANSITION G1/S

NS 4 4 pPRb
* Résume @ +++
«~
|— &P

Cycline D/CdK4

Facteurs de croissance

p27

Hypophosphorylation Cycline E \/

‘ » /CdK2
}/ ) - )
cyclin E \;/‘//

2]

P
P

PAPAP

Hyperphosphorylation

)
—®

O ! q—
Al ~ D
“® :‘ .

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




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

PROGRAM INFLUENCED BY
EXTRACELLULAR SIGNALS CELL-AUTONOMOUS PROGRAM
I I

| | . | v

D

G D-CDK4/6 || E E-CDK2 A-CDK2 L A-CDC2 B-CDC2

g ,}@57170-6 r@ N LT -
CDK4/6 o . ' '

| G 1

Figure 8.12 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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CDC2 = CDK1



MECANISME DE SURVEILLANCE
DU CYCLE CELLULAIRE



MECANISMES DE SURVEILLANCE

Environnement Chromosomes tous

. L Act 7 . )
extracellulaire deas:]oSnI;DN ':‘D:'r, liqué Ldes:]onI;DN attaches au fuseau
Favorable / \ 0 ea\s‘ mitotique

1 Synthese /
< Synthese Cyclme D/E Cycline B

Synthése Cycline A

=5 10




MECANISMES DE SURVEILLANCE

** Mécanismes intervenant lors de lésions de 'ADN : -

stabilisation de la protéine p53 et induction de p21
Cytoplasme NoyauX Dommages ADN (UV, irradiation)

Hypoxie
- murine double minute 2 Télomeres altérés
Ub C e Stress de la réplication
. @ (E3 ubiquitine ligase) N . .
( l\) Oncogeénes activés

dégradation ‘

Arrét de croissance
Sénescence
(Apoptose)




MECANISMES DE SURVEILLANCE

** Mécanismes intervenant lors de lésions de ’ADN :
stabilisation de la protéine p53 par phosphorylation

DNA damage
/ N
ATM
ATR Kinases recrutées
/ DHAsEE au site de cassure de 'ADN

ATM : ataxia telangiectasia mutated

Brinkmann K, Frontiers in Genetics, 2015




MECANISMES DE SURVEILLANCE

** Mécanismes intervenant lors de lésions de ’ADN :
stabilisation de la protéine p53 par phosphorylation

DNA damage
7 S . ,
ATM Kinases recrutees
ATR au site de cassure de I’ADN
DNA-PK
/ ATM : ataxia telangiectasia mutated

ChK2

Phosphorylation et stabilisation de p53

Brinkmann K, Frontiers in Genetics, 2015




MECANISMES DE SURVEILLANCE

s Mécanismes intervenant lors de lésions de I’ADN :

exemple : cassure de ’ADN en G1 -

Recrutement ATM et autres protéines
Ubiquitine ligase

Mdm?2
' PHOSPHORYLATION
53
f J H, Stabilisation de p53
| e |

UbiQUitinylation et Synthése d’un inhibiteur des Cyclines-CdK (p21)
dégradation par le

protéasome

Cycline E-CDK2




