ire et développement
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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: Morgane Locker(morgane.locker@universite-paris-saclay.fr)
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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)



Exemple de fluorochromes

&BD
HO 0 0]
, I
O = 100 .
HOOC N
(]
N 40
204
FITC (Fluoroscein 5-isothiocyanate) S S e B B M m b b s e e
(un chromophore) . Halengh o
& BD
100+
804
60+
404
204 7
APC (Allophycocyanin + Phycocyanobilin) o - - .

T T T T 1
50 300 350 400 450 500 550 800 850

(un complexe protéine + chromophore) Wavelength (o)



La phalloidine, une toxine extraite de champignons tel que I'’Amanite Phalloide, se lie
a l'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

La phalloidine conjuguée a un fluorochrome comme le FITC permet de visualiser
Les microfilaments d’actine de cellules fixées



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



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)



NH2

NH2

Principe

Protéine X GFP

GFP

Protéine X

LES PROTEINES DE FUSION GFP

Exemple: GFP-Lamine A

Head Rod domain Tail domain
178 383 436 544 664
[N]1A]] 1B |]2a] 28 | | igfold | C |
E203G |6232E Q294P R386K R482L
H222P
COOH 6
WT E203G H222P G232E Q294P R386K R482L
'S : V; IIIIIIIIIiI“IIII"IIIII
£ \
S
&l J
w
)
COOH

DAPI

v |
!
i
\ 1

Ripathy et al, 1JIB, 2008



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




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




IMMUNOFLUORESCENCE

DOUBLE MARQUAGE (INDIRECTE)

Fluorescence
verte Fluorescence

Excitation / Eiatation / orange

Conjugué Ac de cheval F 4 Conjugué Ac de cheval
anti-lg de lapin marqué X anti-lg de chevre marqué

par la fluorescéine . par la rhodamine

Ac primaire de lapin
Anti-Agl

Agl

Ac primaire chevre
Anti-Ag2

A i

s s s

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



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



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



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.



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

Centrosome Lysosome

: Réticulum
Réticulum endoplasmique
endoplasmique lisse
rugueux
Cytosol
Microfilaments
Ribosome

Mitochondrie
Vacuole

Appareil de Golgi ‘7,7‘

Paroi cellulaire Peroxysome

2o / Microfilaments
&/

Membrane cellulaire a1 4
Chloroplaste e
Ponctuation

avec—
plasmodesme

Cytosol

Réticulum
endoplasmique
rugueux

Noyau

Nucléole
Réticulum
endoplasmique
lisse

Mitochondrie \ﬂ

Vacuole centrale

Microtubules

Point commun et différences ?



Membrane plasmique

Microtubules -

Noyau &

Nucléole / i

Centrosome

Réticulum
endoplasmique
rugueux

Microfilaments -

Mitochondrie

Appareil de Golgi

animal vs. végetal

D Filaments intermédiaires Paroi cellulaire
. 1 J‘-”. \

Membrane cellulaire —

Chloroplaste - A
Desmosome Ponctuation
avec
plasmodesme
Lysosome { ;;'
Réticulum [
| endoplasmique v
fn_lisse Mitochondrie -~
— Cytosol j \e \
Vacuole ¢entrale ',\

Vacuole

Points communs

/ /' — ] lisse
Ribosome ‘ Q# @" = L : -
— " - Appareil de Golgi

icrofilaments

. Peroxy
: g e i Cytosol
9 | )
; _- Reéticulum

endoplasmique
rugueux

/ Noyau

—— — Nucléole

Réticulum
P endoplasmique

V / Microtubules




animal vs. végetal

Neambrane piasmique o Filaments intermédiaires
Microtubules % e Y ’ \ =
Noyau ; ;
/ / 2 Desmosome
Nucléole / —
Centrosome : . = L Lysosome
Y \ . = Réticulum
culum % A endoplasmique
endoplasmique \ — * | lisse
rugueux .
—— Cytosol
Microfilaments . i % o
4 7™~ Ribosome
Mitochondrie ¢ \ -/
74 Vacuole
Appareil de Golgi = ‘77‘

Membrane cellulaire

Chloroplaste

Paroi cellulaire

M ?/ eSO Hcrofilaments

@/

Cytosol

Ponctuation =~ Réﬁcullum :
avec— endoplasmique
plasmodesme v rugueux
Noyau
Mitochondrie Nucléole

Réticulum

Vacuole centrale

endoplasmique

lisse

Différences

‘ \ %—\AppamldeGdgl

Microtubules



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: 35 x 102 cellules
» 2x107 cellules se divisent par seconde
e 220 tissus différents.




Comment créer un organisme multicellulaire ?

NP N3 AP NE,

@® @@@@ «“Ea*@*@* @ @ @®
AN } } il I Tl \ \ //
@ @®® @.©© @0®@® .

CELL PROLIFERATION CELL SPECIALIZATION CELL INTERACTION CELL MOVEMENT



LA SIGNALISATION CELLULAIRE



Signalisation... le principe
extracellular si.gnal molecule -

intracellular signaling l cell-surface
pathway @ — receptor protein

nucleus

FAST SLOW
(< sec to mins) (mins to hrs)

\ ALTERED PROTEIN SYNTHESIS

\ /

ALTERED CYTOPLASMIC MACHINERY

ALTERED CELL BEHAVIOR

— importance lors du developpement



Etapes clés de contrble de I'expression des
genes eucaryotes

NUCLEUS

CYTOSOL \inactive mRNA
mRNA }
degradation 5
: control
RNA _ !
DNA . transcript ______ mRNA — -~ MRNA 4
1 2 3
transcriptional RNA.- RNA ;
control processing transport  translational 4 protein
control and control activity
localization control inactive
control ' V4 protein
— N\ active <
protein protein &
degradation

control



L'expression des genes dépend du
degre de compaction de la chromatine

Nucléosome: (H2A H2B H3 H4) X2
Pontage entre nucléosomes: H1

double hélice /\'\//\J’\//\'\//\”\//\, 2§A
/

d’ ADN
1A=10"m
i
chromatine 110A
fibre de 10nm L owa *
[ .
T
chromatine 300 A
fibre de 30nm i

Initiation

&
(T e
i i FEL LY r#| m:
P77 Mol

chromatine

4 fibre de 30 nm

Méthylation de ’'ADN

Variants d’histones

Modifications post-traductionnelles des histones
Complexe de remodelage de la chromatine

FEL VL TELVE [/ /1)
* T el il
o vmumm il




ARN polymeérase eucaryotes

ARN polymérase I1

12 sous-unités
(600kDa)

CTD: domaine C-terminal; sa phosphorylation est essentielle pour
le démarrage de la transcription



ARN polymérase et transcription

Fleche par
convention
gene
Promoteur +1 ARN
Core
Site d’ initiation
AMONT (inr, start site) AVAL
(upstream) (downstream)

2-3... +2 ...




Initiation de la transcription des genes de classe |l

» Structure du promoteur « minimal » de la plupart des genes de classe IT

: i d =40 a 120 nt chez S. cerevisiae

= = 25 a 30 nt chez les mammiféres
— TATA(AIT)A(AIT) —inr ‘e—
boite TATA Inr : initiateur ou séquence initiatrice

»In vitro, TBP (TATA box binding protein)
est suffisante pour la reconnaissance de la
boite TATA

»In vivo, la reconnaissance de la boite
TATA est effectuée par la protéine TBP au
sein du complexe TFD.

s TATA-box DNA .

+ M B ad C

Rqg: Les génes de « ménage » n’ont pas de boite TATA



Mais 'ARN polymérase ne sait pas:

« Reconnaitre spécifiqguement les sites de démarrage de la
transcription

« Ouvrir efficacement la double hélice

* Franchir efficacement les séquences nucléotidiques de pause ou
d'arrét

— l'efficacité et la spécificité de la transcription nécessitent
I'intervention de facteurs généraux de transcription « TF » (se fixent
sur des séquences specifiques et permettent a 'ARN pol de se fixer)

Rq: TF servent a la transcription de base # facteurs de transcription
spéecifique (régulation de la transcription)



Des regulateurs spéecifiques peuvent activer la

transcription (1/2)
| ARETENIR |

R . 1

()
o
(B) RECRUITS RNA POLYMERASE TO PROMOTER (XD ¢

p 4

_(Jés'1~_. i Q- -ﬁ .

Lo =

(C) RELEASES RNA POLYMERASE FROM PAUSE



Des regulateurs spécifiques peuvent activer la

transcription (2/2) ARETENR 1

NUCLEOSOME SLIDING ALLOWS
ACCESS OF TRANSCRIPTION
MACHINERY TO DNA

O D
remodeled nucleosomes
chromatin remodeling A
complex D
&= TATA
‘ TRANSCRIPTION MACHINERY
; ASSEMBLES ON
NUCLEOSOME-FREE DNA
transcription regulator
|
histone removal
7 ™ &} C
TATA ? TATA
\ ‘ ’ ’ HISTONE VARIANTS ALLOW
GREATER ACCESS TO
NUCLEOSOMAL DNA
| —
histone-modifying histone replacement
enzyme
9 t SPECIFIC PATTERNS OF HISTONE
> MODIFICATION DESTABILIZE

COMPACT FORMS OF CHROMATIN
AND ATTRACT COMPONENTS

- L OF TRANSCRIPTION MACHINERY
specific pattern of

histone modification



inhiber la transcription

Des régulateurs spécifiques peuvent

activation surface chromatin remodeling complex

activator ,,,
&7 )
(A) (ﬁ‘ e repressor
\\\/5 recruitment of
T chromatin
A _é’ﬁ; remodeling
'D NA = complexes
binding TATA
remodeled nucleosomes
binding site
binding site for repressor \
for activator
(B) a
@
masking the 4{’*5 TATA
activation ]

surface TATA /

binding site (E) histone deacetylase

for repressor

binding site
for activator

binding site recruitment of
binding site for activator histone
for r?pressor = deacetylases

histone acetylation

g =P
© /}

direct interaction i ® histone methyl transferase
with the general TFID -
transcription factors % -
Veeemem— E— recruitment of
TATA histone methyl|

transferase

histone methylation

proteins that bind
to methylated histones



Des régulateurs spécifiques forment des complexes sur I’ADN

(A) INSOLUTION

p &
R

@
)~

(B) ON DNA

coactivator
\
|
1

coactlvator

co-repressor

ACTIVATES \ REPRESSES
TRANSCRIPTION ” TRANSCRIPTION
GENE ON ‘GENE OFF
coactivator
ACTIVATES \ ACTIVATES
TRANSCRIPTION TRANSCRIPTION
| g )
==
GENE ON GENE ON



EX: Régulation de I’expression du gene Eve chez la Drosophile

anterior posterior
stripe 2
regulatory startof
segment transcription
NORMAL
pus TATA Eve gene
(A) Eve regulatory segments EXCISE box
INSERT start of
| s transcription
_REFORTER = = s
stripe 2 TATA LacZ gene A o
(B) regulatory box i . Hunchback Krappel
segment i .
(D)
B D Eve stripe 2
forms here
transcription repressors - ~ _ _ Giant
r 1
Giant Krtppel \ Hunchback @
stripe 2 ‘ ‘ “ i . .
regulatory BN . B/
DNA segment

| Bicoid Hunchback '

transcription activators

concentration of transcription regulator

-<—— anterior  position along embryo posterior —



La transcription d’un gene dépend de régions régulatrices
qui peuvent étre éIoignées

cription facto
1
RNA polyme ase |l
transcription coact vators
regulators gene X
“spacer” DNA TATRE \"
cis-r egulatory
sequence
|
promoter

the gene control region for gene X
(A)

DNA loops

(B) RNA transcript



EX: Role et régulation de |I'expression du gene Pax6

A) PAX6 locus

22Kb DRR

150Kb
B) PAX6 protein
PD
|
[ \
Canonical N LNK HD c
PAX6 I 7 ’
aa 1-4 131 210 270 422
(5a)
PAX6(5a) D LNK HD c
aa 1-4 145 224

Pax6 PD IL;AQCxLA )1

Pax6 PD/HD

o .’xTEAc CAT‘:A B

In vitro

o TG T,
el I

13579111315

In vivo

Dulce Lima Cunha et al, Genes 2019



Pax6 est un facteur de transcription qui controle I’expression
de genes impliqués dans le développement des yeux

a Paired domain (PD) Homeodomain (HD)

o Non-MAC variants

i, Pasiort 1D 3189 ¢ 160AC p. (SerSdrg) Pasort ID 1340 ¢ 372C>G p{Asni28lys) i Pasiort 1D 1517 ¢.372C>A Amn.m Pasert ID 3100 ¢.372C>A p {Asn1246Lys)

Vi, Pationt 1D 1016 ¢ 113G>A p{Arg33Gin) Vi, Pasont 1D 4091 ¢ 151G>A p IG5 1A%)



Le rOole de Pax6 est conservé au cours de I’évolution

Zebrafish Drosophila

- N

PAXG*" Pax6™"
EQ COMesH OpaqLe aye decreased sizo eyo decreased sizo
S s absent lens fused o comea ans decreased sxe
relina degenerale iris mormbology reding malformed
ons opague antenar chamber
aqueous humor of ayeball Sl aiant
INCregsed pressure SOSeN

PAX6: « A Master transcription regulator »



L’expression du gene Pax6 dépend d’'une mosaique
d’enhancers tissu- speC|f|ques

Pb‘ 5.0-lacz

X-gal (substrat incolore);
la B-galactosidase

peut cliver le X-gal

en X+galou

X est un produit bleu.

Intron 7

4Kbp

D Souris transgénique: c
v L . Le géne codant la beta galactosidase -~
? g | sous le contréle des séquences de (

| régulation de Pax6 \




Différentes combinaisons de régulateurs de la transcription
peuvent étre a I'origine de la spécification de difféerents types
cellulaires au cours du développement

embryonic cell

INDUCTION OF TRANSCRIPTION REGULATOR @

LEFT . RIGHT
@

cell A cell B
1 1

INDUCTION OF TRANSCRIPTION REGULATORS =2 AND 3

A A
& &

cell C cellD cell F
| | |

GER
INDUCTION OF TRANSCRIPTION REGULATORS @ AND \:i%;

@ @ &
cell G celll cell K

cellH cell ) cell L cell M cellN

w




Des réseaux de régulation génique complexes
participent a la spécification cellulaire

A C
W A & = =

B A B A B V4
! } ! } } : =
-tle L tg { —J J ;] (Al B @ . i T—— ] MATERNAL AND
positive negative

—}
EARLY SIGNALS
feedback feedback
loop loop flip-flop device feed-forward loop

(indirect positive feedback loop)

©«>

INTERPRETATION MACHINERY

B | ‘
(A) (B) (@) i
INPUT INPUT INPUT W
v 1 1
m - | |
* 0 0—
o time —» time —»
B OUTPUT OUTPUT
v 1 1 _/-\
time —» time —»
H :

(2]

OUTPUT

OUTPUT = MESODERM DIFFERENTIATION  OUTPUT = ENDODERM DIFFERENTIATION



Des boucles retardées de rétrocontrole négatif génerent des
expressions oscillatoires

(A) (B)
inhibitory

e INHIBITION o
‘ :

o

€

| 4
gene encodlng DELAY
inhibitory protein *

1200

Y
N
o

concentration
(e o]
o
(o]
o
o
protein
concentration

400

§ =N
o

200 400 600 minutes
MRNA S
|
DELAY

'
._/

Role clé au cours de la somitogénéese (voir plus loin)!



Mécanismes de maintien de l'identité cellulaire:
A/ La boucle d’auto-amplification

_ CELL
MEMORY
parent cell
GENE A CONTINUES
—_—— TO BE TRANSCRIBED
IN ABSENCE OF
g INITIAL SIGNAL
INITIAL
TRANSIENT
transcription SIGNAL
regulator A TURNS ON
is not made EXPRESSION . il
because it is OF GENE A oy

normally required
for the transcription
of its own gene



Mécanismes de maintien de l'identité cellulaire:
B/ La méthylation de I’ADN

cytosine 5-methylcytosine
H H H H
M’ S
N N
H 4\ H';(‘ \
DI A N N
_—
‘6 1 /2L methylation | /L
- i il © BT 0
CH3
ACGTATCGT
methylated 5 e BN B EE e ? ;
eytosing ; : o : . : - : - methylation
unmethylated 3’ 5
cytosine \ CH3 TGHEEATAGCA
|
Aie TAT Kitail
5 37
Bl Bl Bl B not recognized recognized by
, - Bl ER.N = DNA by maintenance maintenance
3 TGCATAGCA 5 replication methyl transferase methyl transferase
CH3
A a T AT BT
5 - 3 methylation
—
’ . L
3 5

CH3

31

51

- I'm >
o Wl n
~ 1R o
> Wl -
- IH >
> Bl -~
o Bl n
—0 IR o
> Bl -

CH3



Différents niveaux de controles de I'activité des régulateurs
de la transcription

PROTEIN LIGAND COVALENT ADDITION OF
SYNTHESIS BINDING MODIFICATION SECOND SUBUNIT

INACTIVE x ‘ .
DNA-binding

subunit

I:_P/j -
’ activation
ACTIVE ’ ""subunit
N\ N\ N\ Zn\
(A) (B) Q) (D)
UNMASKING STIMULATION OF RELEASE FROM
NUCLEAR ENTRY MEMBRANE

INACTIVE ‘ inhibitor ‘ inhibitory - -
\ ” proteln

- r l

ERES i (-

ACTIVE

Zri\ / LY
I\ AR Zr
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Les voies de
signalisation




Signalisation... un petit monde ?

Table 22-1 Some Signal Proteins That Are Used Over and Over Again as Inducers in Animal Development

Receptor tyrosine kinase (RTK) | EGF EGF receptors
FGF (Branchless) FGF receptors (Breathless)

TGFp superfamily TGFp TGFp receptors
BMP (Dpp) BMP receptors
Nodal
Wnt Wnt (Wingless) Frizzled
Hedgehog Hedgehog Patched, Smoothened
Notch Delta Notch

Un petit nombre de protéines constamment réutilisées
en tant qu’inducteurs dans le développement animal !



Ex: superfamille TGFf3 (35 membres)

embryogénése, Osteogenese drffe’rgntlatlon,
ostéogénése, axe antérieur/postérieur

régulation hormone Inhibin 0, bin 5, GDF3 o

AMH/MIS BMP-11

Activin Activin

Inhibin B,

Activins/
Inhibins

y N Lefty-B
embryogenese, A BP-6
différentiation, apoptose o1z .

Neurturin TGF- B3

(NRTN) TGF- p1 \
Persephin TGF'B ‘
(PSPN) A BMP-10 BMP-9
B GDF-5 GDF-7
BMP-15 GDF-6
GDNFs GDF-9
Artemin g BMPs/GDFs
(ARTN) Glial cell line- ) -
derived neurotrophic Inhibin
factor (GDNF)
TGF-B Superfamily

embryogenese


https://fr.wikipedia.org/wiki/GDF_(prot%C3%A9ines)

Voie de signalisation du TGFf

1

GC1008 Anti-TGF-B antibodies
J/{ GC1008

AP 12009
AP 11014

v
oncanonical pathways

2

TGF-f receptor
kinase

inhibitors
LY2157299

Belagenpumatucel-L

(Lucanix)

A

P 11014 &

TGF-B1 mRNA
Lucanix

— la réeponse a la
stimulation va
dépendre des proteines
en aval du recepteur

Smith et al., 2012



Des reponses differentes selon le contexte

STIMULUS

PROLIFERATION

MIGRATION

APOPTOSE DIFFERENCIATION




Autres voies de
signalisation




Les voies de signalisation régulées par Ras

PI3K < Ral-GEFs
Raf or B-Raf (MAPKKK) ]
\
Ra
| 1 d . SR
Gl MEK (MAPKK) . wle A
\J /
> L » v,
iction Y stimulation v dcd
L e S IR 4 T ERK1 or 2 (MAPK) | |
K v a3
!:‘ll‘l,l',"“,"'l ' tilit

Msk1 RSK Mnk1 Ets Elk-1 SAP-1

chromatin ' I :
remodeling (transcription)
elF4E
(protein

synthesis)



Cycle d’activation des protéines Ras

- B/ Activation des Ras via les récepteurs

a activité Tyrosine Kinase (ex EGFR)
A/ Le cycle d’activation des protéines Ras §

¢ plasma
membrane
upstream stimulatory = — "’\‘“
INECTINE signal and Ras o>
activation triggered \Z/—SH? doys)nstlfeam
GTP hydrolysis Ras by GEF Sos (GEF) oneme
and Ras i [ )
inactivation \_l Y </
induced by *@LD . GEF

GAP_

C/ Activation de Ras via les intégrines
GTP

ECM-binding domains

blockage

caused by i
oncogenic 4 )\ 2
: Ras =
mutation | /\DS
downstream
ACTIVE signaling

GAP: GTPase Activating Protein
GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor




La voie de signalisation des
« Mitogen Activated Protein Kinases »
(MAPK)

N\

M

liy,
s .m\\‘*\
\ d
MAPKKK

MAPKK< @ .~
MAPK < Raf

KSR

proliferation

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase



Voies de signalisation dépendantes
des phosphatidyl-inositols

hydrophobic
tails diacylglycerol (DAG)

PLASMA MEMBRANE

CYTOPLASM

B
ol ot

HO OH HO P -
. - . hospho- .
p_hosphatldyl- phosphatldyl- . plipaspe C _phqsphatldyl- HO
inositol (PI) inositol-(4,5) (PLC) inositol (3,4,5)-
bisphosphate (PIP2) . trisphosphate

HO

L (PIP3)

inositol
(1 141 5)'
triphosphate (IP3)
(diffuses into
cytosol)



PIP3 et activation de la kinase AKT

L

I




Voies de signalisation dépendantes
des phosphatidyl-inositols

hydrophobic
tails diacylglycerol (DAG)

PLASMA MEMBRANE

CYTOPLASM

B
ol ot

HO OH HO P -
. - . hospho- .
p_hosphatldyl- phosphatldyl- . plipaspe C _phqsphatldyl- HO
inositol (PI) inositol-(4,5) (PLC) inositol (3,4,5)-
bisphosphate (PIP2) . trisphosphate

HO

L (PIP3)

inositol
(1 141 5)'
triphosphate (IP3)
(diffuses into
cytosol)



L'inositol triphosphate favorise le relargage

d’ions Ca%* par le RE
Phospholipase C

PIP, DAG

Extracellular

Intracellular .
Protein

Kinase C

o ,*
Phosporylation
IP; Sensitive of Substrates
Ca?* Channel

Endoplasmic
Reticulum



La Calcineurin est une phosphatase activée par Ca®*
qui régule I'import de NFAT dans le noyau

La Calcineurin




Les voies de signalisation régulées par les récepteurs
couplés aux protéines G hétérotrimériques (GPCR)

ligand ligand
/

[

GPCR

B-arrestin 1/2 — M(j()

.

GPCR internalization,
inhibition of signaling

Les GPCR liés a leurs ligands agissent comme des GEF vis-a-vis des protéines Go



Signalisation médiée par 'AMPc

1/ Biosynthése de I'AMPc par '’Adénylate cyclase

ATP NH, AMPc NH.
N S N S5
N N
</ I: Adénylate </ f\/) O o)
O o o N ™N cyclase N™™N nn
Ho_?_o_?_o_?_o O — O + HO l': O P OH
OH OH OH ol OH OH
:p\
OH OH HO 0 OH
2/ Activation de la protéine kinase A (PKA) par 'AMPc
AMPc
@

(

Protéine Kinase A

(



La voie Jak/STAT

STAT1 STAT2

e=SH2 X

domains
Y R

1

translocation as
transcription
factor to
nucleus



La voie Notch

Notch l
4—

<—

—2nd cell

Delta-like (DLL1) or
Jagged (JAG) ligand

plasma
membrane

=
—— __ co-activators
I = (HES/HEY)

DNA YRYRYRYRYRYRYS

NICD

nucleus




La voie Hedgehog

© Hedgehog

*
l e

=g o=
’ v _
v
¥

Patched Smoothened

]

{
1
'

repressor nucleus

g
ﬁ co-activator /‘%
—— R —) B
YRRRYRYRYRLS ONA YRR




La voie Wnt/B-Catenin (voie canonique)

Wnt
\’ LRP o
Frizzled Frizzled
\
CYTOPLASM plasma Dishevelled
membrane
axin
Dishevelled - '
z?"(‘fgp _ =) inactive
axin _ GSK-3p
K1 ’/cm
; B-catenin
B-TrcP A—catemn

;A‘E I -

‘ proteasome .

D T\ degradation

nuclear , ' “‘ nuclear
membrane il g membrane
Yoo - S— —— ' —

Groucho ' TefiLef

6 f
ﬁ/\), ) adj\acent

/)r )/ | epithelial
[/

cell

| cadherins

EXTRACELLULAR
SPACE

CYTOPLASM

p120
B-catenin
o-catenin

actin
filament



Les voies Wnt non canoniques

Wnt-Ror
pathway

Wnt-PCP
pathway

\
i Frizzled
Dishevelled

e pseudo-kinase
l \ domains
} }
&Aj' JNK
} }
cytoskeletal
rearrangement,

ROCK> = motility,
y invasiveness

Dishe

Whnt-Ca?*
pathway

relled l

phospho-
lipase C
(PLC)

Wnt
‘ \ Frizzled

diacylglycerol (DAG)
\

HO @ \ ¢ g
" e
phosphatidyl- |, _/
inositol-(4,5) v T
bisphosphate
(PIP2)

HO @

inositol (1,4,5)-
triphosphate (IP3)

plasma membrane

\

protein =
kinase C | — INK —s

(PKO)

s»—Q — Ca?* —» CaMK ——»

calcineurin == NFAT =

uondudsuen




Les jonctions GAP et la diffusion de petites
molécules de signalisation

interacting
plasma membranes

channel
1.4 nmin
diameter

two connexons in composed of
register forming six subunits
open channel between

adjacent cells

(A)
- | -1 |
homomeric
|
] ll 2 3 1“,_4,_; ] )’
heteromeric homotyplc heterotypic
®) connexins connexons intercellular channels

Les jonctions GAP permettent la diffusion d’une cellule a I'autre de petites molécules comme les ions
Ca2+ ou l'inositol triphosphate (IP3) ou 'AMPc et donc la propagation rapide de signaux de
communication intracellulaire au sein d’'un ensemble de cellules !






Interactions entre les voies Wingless et Hedgehog
pendant la segmentation chez la drosophile

1y , ')
Q‘f’}z \\\ Wingless protein  Engrailed protein
\

10-hour embryo 100 um

DO—mMm—HZD>

/I
Hedgehog protein

L 1

adult 500 um

Engrailed-LacZ fly

Engrailed, un facteur de transcription a homéodomaine, active I'expression du ligand Hedgehog

VO—m—4unO©



Gradients d’activités et définition des axes embryonnaires

ANIMAL Lefty BMP ANIMAL Chordin
(inhibitor) (activator) (inhibitor)

Nodal
(activator)

Noggin
(inhibitor)

mrpXxHZ2m<
—r>wnQO

mrPX—-HZmM<
—r>Pn00O

VEGETAL VEGETAL

/ frog embryo

(A) resulting Nodal activity (B) resulting BMP activity



Gradients d’activités et spécification cellulaire

roof plate roof plate
and adjacent
cells secrete neural
BMP proteins tube
BMP
activity
dividing
— | neural
-~ progenitor
cells
f :
SHH
activity
roups of
floor plate and notochord giffe?entiating
secrete Sonic hedgehog floor plate NAUrons

protein



Produire un inducteur de stimulus

pa
B
-
D et E sont
C est induit par un induits par un
signal de B surA signal de C sur
AetB
— —— E
B B

— série d’interactions inductrices engendre de nombreux types de cellules



FGF10 made by
cluster of
mesenchyme cells

.o

/ !

FGF10 receptor
on bud
epithelium cells

(A)

Comment créer un systéme ranifié
(arbre bronchique)

inhibited by Shh
| |

LR P
»

L
L

e o
>
-

L ] —
_—
y 3 y

Sonic hedgehog
(Shh) produced
by epithelial
cells at tip of
arowina bud

; two new centers of ’
GF10 production FGF10 production created '

=

-
.
s
*
- <y
* »
» »
>
L
PO

»
»
-

two new buds are formed and
the whole process repeats



Voie de signalisation Delta/Notch et inhibition latérale

cell 1 cell 2

TN Delta
= ligand
Notch
receptol
=] Proneural
genes 1 NICD

(

Neural
differentiation
transient bias creates
slight asymmetry

0

l asymmetry is

)

(

self-amplifying

-
5




Voie Notch et I’horloge de segmentation au cours de la
somitogénese

A matm! 90 minutes fBoco::\alion

Tige-

Axin2 Lunatic
! Fringelc-hairy1
'

P
B
Coll2
DI/oN3|| =
o — Notch1/Notch2
[ Collt Uuul nicol ~




Ex: Oscillation de I’expression du répresseur de la transcription Hes7 dans des
cellules de mésoderme présomitique dérivées d’iPS humaines

Human HES7 locus
A SpCas9/gRNA B
pCasf/g 6.0 x 104 cells/we
v 3,
{1} {E2} { & ] } gsugg‘]” Measuring HES7 oscillation £
o o - —— P, % ,
- - : == - 2.
HES?7 targeting vector Mesendoderm PSM g
=
Time (h)
Human 7.5 x 107 cells/well 1.88 x 10° cells/well
Mesendoderm PSM PSM PSM = =
ESCs 2 2
) o )2 g o g o
] @ o¢
=4 [
; ¢ (@ s g
= v Day0 V Day1 Day2 Day3 Day4 B S T T TR NRNRNRERNRRRR 22 I i i IR TN I RE NN R PR
2 - -~ Time (h) Time (h)

Li-Fang Chu et al, Cell Rep, 2019






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

A. Actine % B. Fila intermédiaires C. Microtubules A

~8 nm ~10 nm ~ 25 nm
de diametre de diametre de diametre
(6 types différents)



Microtubules et
signalisation




Les microtubules

tubulin heterodimer
(= microtubule subunit)

protofilament lumen

plus
end

4
50 nm ¢

c-tubulin (C)  microtubule

LA

(tEl

50 nm



Les microtubules

cetubulin

Interphase
Striated
Fibroblast Enterocyte skeletal
. % muscle

Keratinocyte

;
¢ -
.

Endothelium
-

* Xx‘ 4+ ’Xx‘
Animal Plant Yeast

+ cils et flagelles



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) ©



(Dé-)Stabilisation des microtubules

$

~ “
~a
> S
Y
'I,", o L+ \- . ?
microtubule +
. ‘e / \ d
A
XMAP215
: stabilizes plus ends
kinesin 13 and accelerates assembly
enhances catastrophic = :
disassembly at plus end - + ﬁ
=mraly ——
katanin MAPs
severs microtubules stabilize tubules by
binding along sides
]
filament bundling and cross-linking
tau MAP-2 plectin

links to intermediate filaments

(tubule assodiated unit)



Moteurs
moléculaires:
Kinésines et
Dynéines




Les kinesines et les dynéines

pole négatif (-) pole positif (+)
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Gradient de Bicoid et spécification de I’axe A/P de ’embryon chez la drosophile

syncytium syncytial blastoderm

fertilized egg

many nuclei divide
rapidly in a syncytium

nuclei migrate to
periphery, where cell
boundaries will
eventually form

cellular blastoderm

pole cells
(primordial
germ cells)

=S
"’»Q!'.‘ﬂop.p‘g-_!;_";r) =

somatic cells

Figure 21-14 Development of the Drosophila egg from fertilization to the

cellular blastoderm stage.

DORSAL

ANTERIOR <—I—> POSTERIOR

VENTRAL

I
- . 0.1 mm
(B) Bicoid protein
= T wild type
f el =
Sy
2o .
o £ Bicoid mutant
R
o
c O
Sa
anterior posterior

(@)



Les microtubules (et les dynéines)
sont nécessaires pour I'accumulation des ARNm de Bicoid
au pole antérieur de I’'embryon de Drosophile

ARNmM Bicoid

WT stage 10
egg chamber

WT stage 14
embryo

Nocodazole treated |

stage 14
embryo L‘

Pokrywka & Stephenson; Development; 1991



Rappel: Dynéines et Kinésines sont des moteurs moléculaires pouvant transporter
des molécules (ARN, Protéines) ou des vésicules le long des microtubules

cargo -
dapt
adaptor - KINESINS

motor -
MINUS PLUS
END END

/ e T
, “~motor
microtubule . DYNEINS

T adaptor
- cargo



Cil primaire et activation de la voie Hedgehog



Axoneme

Plasm
membrane

. ~

P

Transition zone

——e———

Le cil primaire

Gene 547 (2014) 175-185

cce M
ccv
;ig e
()

Ciliary pocket Cll i

=—.____actin

'\Oo Incoming vesicles

Subdistal appendage
Basal body

Striated lootiet (

- Daughter centriole \

Journal of Cell Science 122, 3070-3082

[ — N -

Centriole meére

Centriole fille
(cycle précédent)

Centriole fille
(cycle en cours)




Une fonction essentielle du cil primaire est de
controler I'activation de la voie Hedgehog

Localisation des éléments de la voie Hh dans le cil primaire
Journal of Cell Science 122, 3070-3082



Microfilaments
d’actine et
signalisation




es microfilaments d’actines

Molecular asymmetry

actin molecule
- p"'send L ¢ oed
) (barbulée) 'f

\}«»

(ADP when
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




Les microfilaments d’actines

plus end actin molecule

plus end

(ADP when
in filament)

M /A\ .u\ BIATAVAYY RUAVAVATR
- .

|
N y |
‘ ) | ( i |
- | — \\;_y_i/

Microvilli Adhesion belt Cell corfex

§ M

- AQ@{W%@K

7

Filopodia Lamellapodium Cell cortex

Contractile ring

Stress‘ﬁbers



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 \
B s proﬁlin . m

/\ ® © y ® Q

actin- = no binding actin- rapid plus-end growth

#% thymosin ‘} no plus-end growth mep profilin 0

complex complex

actin-profilin complex

@
b
przin ’ Iamet
thymosin - |
x® /
6

actin-thymosin complex

free actin ‘

monomer

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

@

- »
\ ‘/'
. eSS
Y& o e
actin filament
- B
- AA“A + / \ _ e A 2
o o TNNEmmmm— NG e - —— — —
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



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



La phalloidine, une toxine extraite de champignons tel que I'’Amanite Phalloide, se lie
a l'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

La phalloidine conjuguée a un fluorochrome comme le FITC permet de visualiser
Les microfilaments d’actine de cellules fixées



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

3
2
o
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Q.
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e | emeoo
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BN vl e
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smmm—— XV e
| |
1000 amino acids
(B) I 150 nm |
2 ‘;:" % . neck or hinge region o
F=sisE W
B A ndtote ’”””””””””””/z J2nm
SAsEe A LTS AR
L | light chains coiled-coil of two « helices
100 nm
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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.



Petites protéines G et
remodelage du cytosquelette d’actine
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Cycle d’activation des petites proteines G [ AReTENR 1

upstream stimulatory

INACTIVE signal and Ras
GTP hvdrolvsi activation triggered
ydrolysis bv GEF
and Ras P C Ras > y
inactivation (GDP exchange
induced by

GAP

inactivateur activateur

GTP
blockage
caused by — \ iy
: 7z
oncogenic Ras =
i <
(mutations affectant le 12 eme, \
13eme ou 61eme acide amingé) downstream

ACTIVE signaling

- - R -



La liaison de CDC42-GTP a la protéine WASP

Favorise son activation et la nucléation de | IIEE
I’actine médiée par le complexe ARP2/3

A 8
Inactive WASP family member and Arp2/3 Active: Actin branching

Protein dimer containing
F-BAR and SM3 domains




Remodelage par les petites GTPases

actin staining actin staining

(C) Rac ACTIVATION (D) Rho ACTIVATION | |
20 um






La matrice extracellulaire
des animaux

Entre les cellules animales, il y a la matrice extracellulaire
(MEC ou ECM), formée d’'un ensemble de protéines et de
glucides organisés en reseau — organisation en tissu

EXx: tissu conjonctif présent dans tous les organes

2 types:

. non-specialise: produit par les fibroblastes (ex: derme)

. specialise: produit par les chondroblastes (cartilages),
ostéoblastes (0os), adamantoblastes (émail) ou adontoblastes
(ivoire)

La lame basale sur laguelle repose les cellules epitheliales est
synthétisée a la fois par ces dernieres et les cellules du tissu
conjonctif sous-jacent.



Epithelium et tissu conjonctif lache

epithelial cell
sheet

collagen fiber

macrophage

capillary

fibroblast elastic fiber

mast cell

glycosaminoglycans,
proteoglycans, and
glycoproteins

L CONNECTIVE TISSUE —

50 um

From The Art of MBoC?® @ 1995 Garland Publishina. Inc.

Les tissus conjonctifs denses riches en fibres, pauvres en cellules, ont une
fonction essentiellement mecanique (ligaments, tendon, capsules articulaires..).

O. Dellis Univ. Paris-Saclay ©



Les glycosaminoglycans (GAG)

Ce sont des chaines polysaccharidiques faites d'unités disaccharidiques répétitives. Sur le
schéma, il s'agit d'acide glucuronique et de N-acétylglucosamine. lls possedent une forte charge
négative due a la présence de groupements sulfatés et carboxyles, qui va attirer les ions Na* et par
conséquent absorber une grande quantité d’eau. Cela leur confére une particularité : ce sont des
structures trés étirées, qui occupent un volume considérable. Ces molécules donnent donc une
résistance a la matrice extracellulaire. Le cartilage des genoux par exemple porte tout le poids du
corps ; il résiste a la pression parce qu'il comporte beaucoup de GAG.
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Les protéoglycans sont composés de
chaines GAG liées de maniere
covalente a une protéine

repeating 7/ _core protein
disaccharide (aggrecan)
(I.=() lucuronic ) 2 X )
S g L/ y WATS
serine  H—C —CH,—O—= xylose — galactose — galactose — IS — v /LRI
H—N B Y \
5 2
| i - : / he 7 link protein
linkage tetrasaccharide GAG / . /)
hyaluronan { \ - <7
molecule
 core protein 74
N
\\\ keratan/—-
sulfate <

chondroitin sulfate

=7

(B)

Dans les protéoglycans, la masse de leur composant glucidique est
plus importante que celle de leur composant protéique et ils sont
hydratés a I'extreme.
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Les élastines donnent au tissu leur élasticité

elastic fiber
A

20 oy

STRETCH \ | RELAX

single elastin molecule

cross-link

Réseau d’élastine autour de I'aorte



La Fibronectine et la Laminine sont des glycoprotéines qui

interagissent avec les intégrines et qui contribuent a
I’organisation de la MEC

A : La Fibronectine
B: La Laminine
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La lame basale est une forme sp
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plasma membrane
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Les intégrines interagissent avec divers
~eininging COMpPoOsants de la MEC

o ( )

B subunit

% Table 5.4 Examples of integrins and their extracellular matrix ligands
divalent

- al1p1 collagens, laminin
CA— alpi vitronectin, fibronectin
subunit c.y steine 3 avp3 vitronectin, fibrinogen, thrombospondin
rich domains a5B1 fibronectin
a6B1 laminin
a7p1 laminin
a2B3 fibrinogen
abB4 laminin—epithelial hemidesmosomes

Adapted in part from B. Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New York:
Garland Science, 2002; and from H. Lodish et al., Molecular Cell Biology. New York: W.H.
Freeman & Co./Scientific American Books, 1995.

plasma
membrane

| I cytosol
talin, filamin, and
a-actinin binding

Figure 5.27 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Activation des intégrines en réponse a une signalisation intracellulaire
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Les interactions avec la matrice extra-cellulaire
influencent l'activité de voies de signalisation
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Stimulation mécanique et voie Hippo/YAP/TAZ

La rigidité du support contrdle la localisation sub-cellulaire de facteurs de transcription
YAP/TAZ
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