1¢" cycle — Biologie Cellulaire - Cycle Cellulaire Année Universitaire 2007 - 2008

1 - Généralités
1-1 Définition

Cycle cellulaire: — Glossaire

Le CyCIe cellulaire Série d'étapes ordonnées permettant a la cellule de

dupliquer son contenu (ADN, organites) puis de le diviser
en 2 (cellules filles).

Cycle cellulaire :

N. Boulle (2008) Controéle de la division / prolifération cellulaire
1 2

1-2 Roles du cycle cellulaire:

. . . Chez les eucaryotes, régule - la croissance cellulaire
Mécanismes fondamentaux du cycle cellulaire:

- le nombre de cellules.
Prix Nobel de Physiologie et de Médecine en 2001 * Organismes unicellulaires (levure): - Adaptation a I'environnement

* Organismes multicellulaires:

— - Tres conserves au cours de I'évolution < Equilibre entre les différentes populations cellulaires

- Operent de la méme maniére chez tous les < En relation avec la mort cellulaire (apoptose..)
eucaryotes (levure, plantes, mammifeéres..)
Importance pour:

La morphogenese, le renouvellement des tissus, la croissance
physiologique, la réparation tissulaire...
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« Dans I'organisme humain, les populations cellulaires se
divisent a des rythmes trés variables:

- Renouvellement des cellules des cryptes intestinales tous les 3 jours,

- Cellules endothéliales bordant les vaisseaux = % vie de plusieurs
années,

- Certaines cellules du systéme nerveux central ne se divisent plus

e La durée du cycle cellulaire varie également selon le
type de cellule:

Ex: levure 20 min
Embryon 3h
Fibroblastes 24h 5

1-3 Contrdle du cycle cellulaire:

- Le cycle cellulaire est régulé précisément par I'environnement
cellulaire

signaux prolifératifs (5 ou antiprolifératifs O @

- + Systemes de contrdle a différents niveaux du cycle cellulaire:

@ le cycle en cas d’'anomalies détectées
prolifératio chique des cellule ex: cancer

Eucaryote pluricellulaire

Environnement
cellulaire

Signaux a
distance

m

L)
Cellules voisines / Matrice
extracellulaire

Sénescence
Division cellulaire

(cycle cellulaire) Quiescence / Mort cellulaire
@ Différenciation (apoptose)
cellulaire 7

2-Modéles d’étude du cycle cellulaire
2-1 La Levure
- Génome séquencé
- Division sous forme haploide; introduction de matériel génétique facile

- protéines du cycle cellulaire trés conservées (levure / mammifeéres)

Mutants de levure thermosensibles — Division anormale

Quels sont les genes mutés?

A. Type sauvage | B. Mutant wee | C.Mutant Cdc25

v
R |

o #
A' | A
% .
Biologie Cellulaire (Pollard " C 8

TD,Earnshaw WC) Ed Elsevier
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2- Modéles d’étude du cycle cellulaire

2-2 Embryons d’animaux: ceufs de Xénope (ovocytes)

- Grande taille: 1 mm
- Cytoplasme tres abondant
- Fertilisation — succession de divisions tres rapides

- Cycles cellulaires courts et simplifiés

— Reconstitution du cycle cellulaire in vitro (tube)

— Transfert de cytoplasme d'un ovocyte a l'autre

Année Universitaire 2007 - 2008

@ N

& Entrée de l'ovocyte 2
—_— .
en mitose
= Maturation
Ovocyte 1 arrété Ovocyte 2 en
en métaphase interphase

Quel est le facteur cytoplasmique contenu dans l'ovocyte 1
responsable de I'entrée en mitose ?

Purification de ce facteur: MPF
« Maturation-Promoting Factor » ou « Facteur promoteur de la maturation >
MPF: transitionG2 —— M

10

3- Les différentes phases du cycle cellulaire
3-1 Les phases du cycle cellulaire

« Cycle cellulaire: Série d'étapes ordonnées
- Ordre précis des étapes

- Une étape ne peut pas avoir lieu avant la précédente.

2 grandes phases du cycle cellulaire:

- Mitose = 5% de la durée du cycle @

- Interphase = 95% de la durée du cycle u

Mars 2008

Les différentes phases du cycle cellulaire

Mitose / W
cytodiérese

Interphase \

GO: Quiescence cellulaire

PO".]t de restriction = arrét temporaire ou d%finitif
« point de non-retour » de la division celluldire
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La mitose (phase M) (cours d'histologie)

- Phase de division cellulaire

- Durée courte (30 minutes a 1-2 heures)

environ 5% de la durée totale du cycle

- Le comportement des chromosomes définit 4 phases:

prophase, métaphase, anaphase, télophase

- Puis cytodiérese — 2 cellules filles génétiquement identiques

13
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L'interphase

L'interphase prépare la cellule a la division

- Durée tres variable d'un type cellulaire a l'autre

— dépend de la phase G1.

- Elle correspond , en général, a la plus grande partie du cycle
90-95% de la durée totale du cycle

14

L'interphase
- L'Interphase est composée de 3 phases: G1, S, G2 @

e Phase S: Synthése (Réplication) de 'ADN

* Phases G = Gap - intervalle Phases G1 et G2

Les phases G permettent a la cellule:

- de croitre, de se préparer a la réplication de 'ADN (G1) et a la
mitose (G2)

- de détecter des signaux intra et extracellulaires:

Conditions optimales pour la division? s

Mars 2008

La phase S
Synthése de I'’ADN (réplication)

- Contenu en ADN : 2n — 4n (chromatides x2)

- Réplication de 'ADN (cours E. Badia) - Synthése des histones

- Phase: Environ 5-10 % de la durée totale du cycle

- Mise en évidence de la phase S: Incorporation d'analogues des bases:

* Thymidine H3 tritiée

« BrdU = Bromodésoxyuridine (analogue de la thymidine)

16
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La phase S
Synthése de I'ADN (réplication)

Marquage au BrdU

Thymidine H3

17

La phase G1

- Prépare la phase S
- Phase de synthése (ARNm, ARNt , protéines...)

— La cellule augmente de volume

-Sa durée varie selon le type cellulaire (~ 70% du cycle cellulaire)

- Elle est dépendante de I'environnement (facteurs de croissance,
cellules voisines...)

- Au dela du Point de restriction, le Passage G1 - S est irréversible

18

La phase G2

- Phase courte, parfois inexistante

-Survient apres la phase S

- Contenu en ADN : 4n

- Prépare la mitose (synthese de nombreux facteurs dont des
facteurs de condensation des chromosomes)

19

La Phase GO

Phase GO: les cellules quittent le cycle cellulaire et arrétent de se diviser

= Phase de quiescence

Durée variable: jours, semaines, définitif...

Par exemple:
hépatocytes arrét temporaire de la prolifération cellulaire

neurones arrét définitif de la prolifération cellulaire (?)

souvent liée a la différenciation cellulaire

20
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3-2 Etude de la prolifération et du cycle cellulaire - Etude de la prolifération cellulaire:

* Etude de la prolifération cellulaire: Exemple de courbe de prolifération cellulaire

- Comptage des cellules

Nombre de
- Mesure de la phase S: cellules

Incorporation d’analogues de base: Thymidine tritiée, BrdU Phase
exponentielle

- Mesure de l'activité métabolique des cellules (cellules vivantes):

Test au MTT (sel de tétrazolium):

Mesure l'activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale

. . Temps
— réduction du MTT

jours
, (jours)

— Réaction colorimétrique

* Etude du cycle cellulaire: 4- Les effecteurs du cycle cellulaire

Cytométrie de flux:

Tri des cellules en fonction du contenu en ADN (Marquage de I'ADN) 4-1 Les complexes cyclines - Cdk
Nombre de La progression du cycle cellulaire est assurée par des complexes
cellules cyclines / Cdk agissant dans le noyau.
Gl
~|70% , L
’ * Composés de 2 sous-unités:
@ G2/M
~10-20% - Une sous-unité activatrice: la cycline
- Une sous-unité catalytique: Cdk (« Cyclin dependent kinase »)
= Sérine / Thréonine kinase
T T
Contenu en ADN "
2n 4n des cellules 2
Mars 2008
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du cycle cellulaire

« Ces complexes ont une activité kinase cyclique au cours du cycle @
cellulaire.

Cycline D Cycline E Cycline A Cycline A Cycline B
Cdk 4-6 Cdk 2 Cdk 2 Cdk 1 Cdk 1

25
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« Différents complexes Cycline / Cdk agissent a différentes phases @

Cycline A

. Cycline B

7 Cdk 1
Les différents
complexes
cyclines - Cdk

/ Vi \
Cycline E Cyclines D @
Cdk 2 Cdk 4-6 2

Cycline A
Cdk 2 .~

4-2 Régulation et rdles des cyclines
» Régulation des cyclines

La concentration des cyclines dans le noyau varie de
maniére cyclique au cours du cycle cellulaire

Concentration régulée par:

S | AN

Leur synthése Leur dégradation Leur localisation
dans la cellule

(noyau / cytoplasme)

27
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La concentration des cyclines est régulée par : @

- Leur synthese:

Ex: Synthese des cyclines de la phase G1 (cyclines D) induite par les
facteurs de croissance pendant la phase G1.

- Leur dégradation: les cyclines sont dégradées une fois leur role
effectué

Ex:
- Dégradation de la cycline E apres le début de la phase S (protéasome)

- Cycline B dégradée en sortie de mitose

28
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- Leur localisation (noyau / cytoplasme):

Passage de la cycline B du cytoplasme dans le noyau juste avant la
mitose (M)

A. Phase G, B. Prophase C. Métaphase

Biologie Cellulaire (Pollard 29
TD,Earnshaw WC) Ed Elsevier
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* Réles des cyclines

1- Activer les Cdk

/ Phosphorylation { 0
ATP CAK:
« Cdk Activating
Kinase
Cdk Changement >
inactive conformationnel Cdk active

@

30

4-3 Régulation des Cdk

La concentration des Cdk ne varie pas au cours du cycle cellulaire,
mais leur activité est régulée:

 Par liaison aux cyclines (activation) @

« Par phosphorylation / déphosphorylation:
Sous I'effet de kinases et de phosphatases

« Par interaction avec des inhibiteurs: les CKI @

31
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« Régulation des Cdk par phosphorylation /
déphosphorylation

Kinase inhibitrice:

Weel
( © ATP (
| J— ®
—
Pi
Phosphatase activatrice: e @
Cdk active Cdc25 Cdk inactive

w@
]
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Mutants de levure thermosensibles — Division anormale

Quels sont les genes mutés?

A. Type sauvage | B. Mutant wee | C. Mutant Cdc25

b,

b6

Biologie Cellulaire (Pollard
TD,Earnshaw WC) Ed Elsevier
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« Régulation des Cdk par phosphorylation /
déphosphorylation

Kinase inhibitrice:
Weel

ATP
(P ~ (

p— ®

Pi
o) &

Cdk inactive

Cdc25: cible importante des

systemes de controdle du 34
cycle cellulaire

SRR

4osphatase activatrice:
Cdc25

Cdk active ™

Les phosphatases activatrices sont sensibles a des
signaux cellulaires

Kinases inhibitrice:
Weel

ATP
(P) ~, (

‘79% 0

Pi

Ph@%@ices: e @
Cdk active Cdk inactive

Inactivation de Cdc25 <+— Signaux
¥ cellulaires

« Interaction des Cdk avec des inhibiteurs: les CKI

cKl: Inhibent l'activité kinase des Cdk

Agissent
- soit en se liant a la Cdk seule, empéchant linteraction avec la cycline

- soit en se liant au complexe Cycline / Cdk

2 familles de CKI:
- CKI inhibant les Cdk de la phase G1 (p15, p16)
- CK1 ayant un spectre d'inhibition plus large (p21, p27)

Cyclines / Cdks inactives . Les CKI sont régulés par des signaux intra et extra-cellulaires
' (®
Bloquage du cycle cellulaire 35 36
4 A
Mars 2008 VAN
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5- Les substrats des complexes Cycline / Cdk
5-1 Rb et les cyclines / Cdk de la phase G1
Cyclines / Cdk de la phase G1

|

Phosphorylation de la protéine Rb

38

Exemple d'un CKI: p21
Cycline A
_— Cdk 1
p53
I+ - Cycline B
p21 ="~ - ~ Cdk 1
1
W
[
1 \\€> Arrét du
LY 7 cycle
Cyc]ine\\A cellulaire
Cdk 2y
\
A N\
Cycline E Cyclines D
Cdk 2 Cdk 4-6 @
37
Rb = protéine du rétinoblastome

- La protéine Rb existe sous 2 formes: @

Déphosphorylée / Active *——; Phosphorylée / Inactive

- Rb active séquestre et inhibe un facteur de transcription : E2F

Lorsqu’elle est active, Rb bloque le passage en phase S
et donc la progression du cyle cellulaire

Rb = verrou du cycle cellulaire 39

Mars 2008

Rb active G1 Rb inactive

! (®

Cyclin D /
Cak 476 w

E2F
inactif

Passage en
phase S

Transcription de génes
nécessaires a la phase S :
cycline E, cycline A, protéigoes de
réplication de | 'ADN....
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Rb: le verrou du cycle cellulaire

Facteurs de

statut phosphorylé de Rb cdk 4/6

41
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Point de restriction : Cyclin D ®/croissance

5-2 Les substrats des autres complexes cyclines / Cdk

Substrats variés, roles divers:

- maintenir la phosphorylation de Rb

- favoriser la réplication de 'ADN

- intervenir dans le déroulement de la mitose (histones H1,
protéines structurales, enveloppe nucléaire, ...)

42

6- Cycle cellulaire, environnement et systémes de
controéle

43
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6-1 Cycle cellulaire et environnement

Sighaux + et -

Les signaux extra-cellulaires @  provenant de
I'environnement permettent a la cellule :

- de reprendre le cycle cellulaire (GO — G1)

- de progresser dans la phase Gl jusqu'au point de
restriction.

44
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GO

Cellule engagee
dans le cycle

v\m

45

Année Universitaire 2007 - 2008

Point de + Facteurs de croissance,
restriction \ .
+ Cellules voisines,

Matrice extracellulaire...

Signaux + de I'environnement

|+
Messagers intra-cellulaires
Y/
Transcription des
Cyclines de la phase G1

Stabilisation des
Cyclines de la phase G1

ADN L. + AAAA

O~V

Cyclines de la l \
phase G1 %
@ 7" Activité des complexes
Cyclines / CDKs de la phase G1 46

6-2 Les systémes de contréle du cycle cellulaire

&)

Ces systemes vérifient en différents points du cycle:
- 'environnement cellulaire
- lintégrité du matériel génétique de la cellule (ADN)

- La qualité du fuseau mitotique / ségrégation des chromosomes (M)

- Si anomalies détectées — Arrét du cycle cellulaire

Corrections des anomalies

Reprise du Mort cellulaire
cycle cellulaire (apoptose) 47

Mars 2008

L'’ADN est-il correctement répliqué ?

Y-a-t-il des anomalies de 'ADN ?

/ G2 /M

Sortie M

Les chromosomes

Les points de contrdle sont-ils fixés sur le
fuseau mitotique?

du cycle cellulaire

I'environnement est- |I favorable ?

Y-a-t-il des anomalies de 'ADN ? 48

& 4
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6-2 Les systémes de contréle du cycle cellulaire

Points de contréle en G1/S et G2/M

Année Universitaire 2007 - 2008

Points de contréle en G1/S et G2/M

Le systéme de contrdle est organisé en 3 niveaux:

Les détecteurs

Complexes protéiques sensibles aux anomalies de 'ADN, aux
défauts du cytosquelette, aux perturbation du métabolisme...

Ex: BRCAl
|

Les messagers

Souvent des protéines kinases

l

Les effecteurs

Arrét du cycle cellulaire 50

« Détecteurs »
Anomalies de I'ADN, du cytosquelette, du
métabolisme cellulaire...
| +
Voie Voie
« rapide » « Messagers » « lente »
phosphorylation — \stabilisation
) ) . )(\,dCZS « Effecteurs » p53 (facteur de transcription)
inactivation
p53 1
XA AN
+
L+ p21/
Cycle>éulaire -
Bloquage du cycle en G1 /S - G2/M 51
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6-2 Les systémes de contréle du cycle cellulaire

Points de contrble en Mitose

Ce point de contrdle est localisé en métaphase et vérifie la bonne
ségrégation des chromosomes sur le fuseau mitotique

Si anomalies ——  pas de passage en anaphase

Plusieurs facteurs protéiques associés aux kinétochores interviennent

52
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7- Cycle cellulaire et Cancer

53
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L'apparition du cancer est étroitement lié a la
prolifération cellulaire

Multicellulaires,
Multicellulaires, simples: complexes:
Unicellulaire || pas de tissus renouvelables Tissus renouvelables
chez l'adulte chez l'adulte

e 4
Pas de
cancer

Levure

7-1 Caractéristiques de la cellule tumorale

« Cellule tumorale:

— Accumulations d'altérations de 'ADN (mutations...)

— Propriétés caractéristiques (, cellule normale)
* Une de ces propriétés: Insensibilité aux signaux de I'environnement

Insensibilité aux Signaux + et - de I'environnement

|

Perte de la régulation du cycle cellulaire

Prolifération excessive
55
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7-2 Altérations du Cycle cellulaire et cancer

< Perception inadéquate d'un excés de signaux prolifératifs

< Déficit en signaux anti-prolifératifs

< Déficience des systemes de contrdle

56
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Perception d'un Excés de signaux prolifératifs:

» Excés de facteurs de croissance,

« Anomalies de la signalisation cellulaire (Récepteurs des
facteurs de croissance constamment activeés)...

» Excés de Cyclines

Ex: Amplification de la Cycline D (G1) dans le cancer du sein

57
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Déficit en signaux anti-prolifératifs:

» Déficit en CKI

Exemple: \ P16 (CKI) dans les mélanomes malins

 Perte des verrous du cycle cellulaire

Perte des verrous du cycle cellulaire

< Rb:
- Rb phosphorylé (inactivé) de maniére excessive par les

cyclines/cdk de la phase G1

- Rb muté et inactif: ne fonctionne plus pour verrouiller

le cycle

< Autre verrou déficient= p53 (Facteur de transcription)

59
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— Cdkl

Détection d’'anomalies A%Se
1 + / Cycline A

I+ — Cycline B
/p21-——— / Cdk 1
1\
v\
Ce!lule \ \@ A
cancéreuse 9\ Arcét du
DI 7 cyble
Cyclme A lularre
Cdk 2 \
\ :
Cycline E Cyclines D
Cdk 2 Cdk 4-6
60
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Cancer: Altérations fréguentes de la voie p53

P53 muté (inactivé) dans 50% des cancers!

l

La cellule continue a se diviser et a survivre
malgré un génome (ADN) altéré

61
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Rb et p53 =

- Systéme de protection cellulaire « anti-tumeur »

Empéchent la prolifération de cellules « anormales »

- Appartiennent a la famille

des « génes suppresseurs de tumeur »

62

Déficience des systémes de contréle

Systér@sQe détection
[+

Voie Voie
« rapide » « Megsqgers » « lente »

V \stabilisation

cancéreuse

cellulaire

@

phosphorylatio
) ) ) )(\,dCZS « Eff}éurs » %{faeteur de transcription)
inactivation
P53
XXX AN
+
Cellule

L+ 7
Cyc|e / %)
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Conclusion: Cycle cellulaire

- Cycle cellulaire —— Contrdle de la prolifération des cellules

- Strictement régulé par I'environnement cellulaire

+ Systemes de contrdle a différents niveaux du cycle (environnement,
ADN..)

- Dérégulation du cycle cellulaire :

Prolifération incontrolée des cellules —— cancer
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