CYCLE CELLULAIRE

) Définition, principes de régulation

Période qui sépare deux divisions d’une cellule.
4 phasesconsécutives :

-G1
-S Interphase
-G2
-M interphase
A
4 N
Gl->S—> G2 = Mitose=> Gl> S—> G2 = Mitose=> etc

Le cycle peut :
- avancer
- se bloquer
- MAIS PAS revenir en arriere
- ... ouencore la cellule peut mourir...

Des cellules peuvent cycler :
- De facon permanentgcellules immortelles, sans étre forcément cans&s)
- Un nombre limité de foispour répondre aux besoins : peau muqueuses, GB...

A la fin de la mitose® Sortie du cycle® Phase GO de quiescence

Certaines cellules sont « hors cycle » eneGle se divisent pas
- neurones, muscles (grossissent ou rétrécissentmaae multiplient pas)
- Elles sont dites quiescentes, mais sont métabatigneactives.
- La sortie de GO (entrée en cycle) est étroitementrélée.

Cellules multipotentes (transitoirement)

Le cycle cellulaire.




I)  Techniques d'études

(pas de QCM)
On a découvert des mécanismes de cycle :
- utilisation de levure bourgeonnante (levure S dera®)
- ou levure de fission (S pombe)
- mutants thermosensibles : découverte des cyclines
- utilisation d’ceufs de Wenopus Laevis : quasi abselecG1l et G2.

Fusion de cellules a des phases distinctes du cgelaules a deux noyaux.

Mesure de quantité d’ADN : incorporation de thymaltritiée par incorporation de
nucléotides marqués au P32 dans 'ADN

Par incorporation de molécules fluorescentes duiestalent dans ’ADN (lodure de
propidium, Brdu)

Exemple de profil de cycle
Marquage de '’ADN a l'iodure de propidium
Les cellules sont perméabilisées et marquées dkPec |
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Le premier pic on n’arrive pas a dissocier GO et G1
Le deuxieme on n’arrive pas a dissocier



LES POINTS DE CONTROLE

LE CYCLE CELLULAIRE: les points de contréle et les conditions de leur
activation

Point de contradle de la réplication
contrdle de l'intégrité de 'ADN « replication checkpoint »
« DNA damage checkpoint »

Point de
Restriction

Mitose —3 MCP

Poinf de contréle mitotique
Itotic checkpoint »

QUIBSCEF\CE

Il'y a des points de controle pendant le cycleesmpécheront des anomalies de se
(re)produire.

1*"  checkpoint=» en G1 avant d’entrer en phase S
o le point de contrble « autorise » la cellule aéiquer ou non.

2°™ checkpoint=>» aprés que 'ADN se soit répliqué
3°*™ checkpoint=» lors de la mitose qui vérifie que les chromosomes sont bien séparés



COMMENT RECONNAITRE LES PHASES CLASSIQUES ?

Microscopie: chromatine condensée, fuseau de microtubules
Protéines phosphorylées: histone H3, MIPM-2

Centrosome dupliqué: y-tubuline > R \ "f '

4 centrioles: V.4 //,\i’
tubuline glutamylée (GT335) /G2 /
Centrine-GFP | '
J' [ "
|| G1
\ o\ | Centrosome unique:
—\ " y-tubuline
X /2 centrioles:
\.__\ \ . / tubuline glutamylée (GT33"
. 4/ Centrine-GFP
S
Incorporation d’un nucléotide « traceur »: Demarmge de la dup lication des
Thymidine (°H); BrdU centrioles

Les phases ne sont pas a I'échelle !!

PHASE G1 =» on la repére si elle a un centrosome unique.
On peut déemontrer que le centriole se dupliqudinetle phase G1 (on est sur qu’elle est en
G1 et pas en Go)

PHASE S = repérée par fluorescence gradgecorporations (thymidine ou fluo /
utilisation d’un cytometre de flux)

PHASE G2 =» 2 centrosomesepérablepar fluorescence
MITOSE =>» Observation directedes chromosomes par coloration (Condensation de la

chromatine en chromatides)

Des anticorps peuvent marquer les microtubttegsualisation du fuseau.

En résumé utilise soit desolorations, soit desmmunomarquages(anticorps)



COMMENT LE CYCLE FONCTIONNE

Découverte de kinases dépendantes des cyclinesacleszire au moyen de mutants
thermosensibles.

T° permissive : 23°C

T° restrictive : 36°

Découverte des Kinases dépendantes des cyclines chez la levure
Au moyen de mutants thermo-sensibles.
t Permissive: 23°C, t Restrictive: 36°C
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L de fission:
Mitose accélérée “ S pombe

\ Mitose ralentie —

ll- Découverte de cdc2 (cycle de division cellulaire

=>» Découverte de la molécule CDC2



1) BASES MOLECULAIRES

CDC2 est indispensable a la transition G1-S et G2-M
Le géne code pour umpeotéine kinase P34l est tres conservé chez Homo Sapiens
(équivalentCDK1) ou il déclenche la transitidg2-M

=» Interaction cycline / kinase.

Pour fonctionner, I'enzyme doit étre associée apro&ine régulatrice : la cycline.

La cycline varie en fonction du cycle. Ce qui petraie controler des centaines de milliers de
protéines

Chez 'lhomme, les CDC sont nommeées : CDKCyclin Dependant Kinase)

LES CYCLINES

- Famille de protéines d&5-90 kDa

- Sous unités de CDK

- Leur expression cycliqgue détermine quelle CDK se@tavée. (on verra qu’elles
s’associent)

Chez les eucaryotes supérieurs, il exdstgpes de cyclines :
- 61
- Gl/s
- S
- M

LA PROGRESSION DANS LE CYCLE DEPEND DES COMPLEXES CYCLINES
CDK

La cycline possede un motifboite cycline »
=>» Motif protéique qu’on retrouve dans les différentgclines.
=>» S’emboite avec CDK

Trois AA essentiels Thréonine 14, et 161Tyrosinel5(le numéro correspond a la
localisation sur la protéine).

(- LEYELINE -

1y15 T161
— Tl4

ACTIF



Ces AA doivent étre phosphorylés.

Sous-unité catalytique de I'enzyme a I'activité/3br protéine kinase (S TPXK)
L’activité de CDK dépend de son association a wadire et donc de son état de
phosphorylation.

Liaison cycline CDK=>» aboutit a une activation partielle dans un prensarps.

La CDK devient accessible a une kinase sur thrédailCAK (Cyclin activation kinase)
=» induit une activation compléete

=>» Le complexe cycline CDK activé peut phosphorylerguand nombre de substrats
impliqués dans une phase donnée du cycle.



REGULATION DE L'ACTIVITE DU COMPLEXE CYCLINE CDK

La CDK estinhibée par
- desphosphorylations inhibitrices dues a des kinases (Wee), ces phosphorylations
sont contrées par des phosphatases (CDC 25)
- La fixation deprotéines inhibitrices de la CDK (CKI) sur la CDK : Protéines P27,
P19 P16... (petits poids moléculaires).

Dans les cancer® mutations de ces protéines.

REGULATION DE L’ACTIVITE DU COMPLEXE CYCLINE — CDK

SYNTHESE ¢ CYCLINE
/ \ C‘ CLINE ) Boucle T
Kinases N
_|'“5 e Myt 1 oy & i;:: e ==
s CDK Wee 1:

m Ralentisseurs / l\;\("lll" o

CDKlet Ink 1

Bloqueurs |J

La cyclineest
ubiquitinée

_I-Tt_détruito dans le
PROTEASOME 26S

ne pas retenir les n° des AA.

Cycline durée de vie courte® Se lie a son partenait® Est détruite> puis resynthétisée.

CDK : durée de vie longue= peut resservir en se liant soit a la méme, soieaycline et
étre réactivée.



V) DESTRUCTION PROTEIQUE ET CONTROLE DU CYCLE

Cyclines dégradées parpeotéasomequi constitue 1% des protéines totales.
Le complexe multimoléculaires de 26S > 700 kDadimdre creux formé d’anneaux
empilés.

Il comprend des enzymes protéolytiques d’activiteides

Caspase, Trypsine, chymotrypsine.

Il est inhibé par uantibiotique : lalactacystinequi forme des liaisons covalentes avec les
Thréonines du protéasome.

Le protéasome reconnait les protéines qui doiveatd@&gradées (marquées d'un signal de
destruction : le motiPolyUbiquitine)

L’'ubiquitine est une protéine de 76 AA qui S’actee 3 étapes.
Ceci aboutit & une liaison d’'une ubiquitine sullykne de la protéine cible grace a I'U-
Ligase.

Puis les ubiquitines se conjuguent sur la lys48tésye d’embranchement) de 'ubiquitine
=» formation d’'un motif PolyUbiquitine, qui est dooa signal de dégradation.
Le protéasome dégrade aussi d’autres trucs.

Le P reconnait des protéines destinées a étre éliminées . Ces protéines sont
Marquées d'un signal de destruction: le motif PolyUbiquitine.

L'Ubiquitine est une protéine de 76aa qui s’active en 3 étapes.

Ceci aboutit a la liaison d’une U sur la lys de la protéine cible grace
a I'U-Ligase

Puis les U se conjuguent sur la lys48 de I'U pour former un motif Poly-U

Le peptide esr dégradé, I'U est recyclée

Les complexes cycline/cdk

CdK2 |CDK1|
[Cycline A

2 phase du cycle: \ /

lexe cycline-cdk

|CDK1 |
(Cycline B

CDK2

~e




A chaque phase il y a un couple CDK cycline partidier.

Phase CDK Cycline

Gl 4-6

Transition G1/S 2

S

W > > mo

2
G2 1
Mitose 1

1) G1:
- Laplus longue et la plus variable. Elle définitdagueur du cycle.
- La cellulegrossitle centriole seluplique.
- 2 points de controle
0 point de restriction : protéine Rb
o0 point de contréle des lésions de 'ADN p53 réagit si 'ADN est endommagé

2) Phase S
- Duplication de I'ADN (seulement en phase S chezayates)
- Durée estimée en multipliant la durée du cyclelpg@ourcentage de cellules qui
dupliguent leur ADN a un instant t.
- Réplication démarre sur environ 10" points d’arégde réplication
(ORI > 150/chromosome) la région entre 2 ORI est nonmagiecon.
L’hétérochromatine se réplique plus tard que I'eaoiatine.

3)G2:

- Point de contrble des Iésions de I’ADN (une foigligué, vérification de son
intégrité)

4) Mitose:

- Phase la plus courte (environ une heure) Prophas@hase, métaphase, télophase
- Contrdle de transition ana/télo,
« point de contréle du fuseau » ou « spindle cheickp

o0 Prophase: début de la condensation des chromosomes asi@pades
centrosomes.

Métaphase: attachement des chromosomes au fuseau.

Anaphase: séparation des chromatides sceurs

Télophase: Formation d’'une membrane nucléaire autour déatarnatine.
Cytokinese

o o0o0oo



COMMENT UNE CELLULE SORT DE GO I'état de quiescence?

=» Grace a des facteurs de croissance extracellulage
- Besoin designaux extracellulaireset defacteurs de croissance extracellulaires
-> Liaison a des récepteurs spécifige®@ascades d’activation intracellulaires.
Ex : voie de la phospho-inositol 3 kinase / ATK
PI3K active la protéine ribosomique S6K
Cette voie active la synthese protéique et laidin de la traduction.
Prépare les cellules a I'action des mitogenesagticplier en cativant la synthése de
myc, oncogene central dans la progression du cycle)
Certains GF sont aussi des mitogenes (distinctamdroissance et protéine f de
prolifération n’est pas absolue

Légende:
Ligand (EGF, etc)

v v w v Recepteur de type
S iy W . Activation de kinase sur Tyrosine (RTK)

Ras v RTK activé (phospho-Y
phospho-Y)

Transduction du Signal

Activation de la . Sl Delipe-5Is

Phosphoinositol-  Activationdela  activation de ,
3kinase PI3K  Phospholipase | 5 ypie des J Autre Kinase
- Cy Mitogen-activated
protein .
MAPKkinases: protooncogénes
Activation de la Raf, MEK, ERK
Blocage de Bad Proteine kinase
Inhibition de C, PKC
L'apoptose:

e Activation de Facteurs de transcription

. Qui vont dans le noyau et activent des
Qﬁ%&'—m;,'saﬁn Genes parmi lesquels ceux des cyclines
DuRTK(Pser) 4o phase G1etS

=» Grace a des signaux de prolifération déclenchés pdes mitogénes.
=>» Déclenchent la division cellulaire en activant dascades spécifiques
Exemple :
Ras est une petite GTPase qui fonctionne sous fderias-GTP
La voie MAPK aboutit a des FT qui stimulent le gduhgc
Myc : 1 Active la transcription d’'un gene cycline G1
2 Active le géne d’'une sous unité SCF qui dégradr lahibitrice CKI p27
2+1 phosphorylent et inactivent Rb qui augmente Raigide E2F
3 Myc active E2F> La phase S est activée.



La Kinase Akt Bloque la Dégradation
De la Cycline D1 dans le Noyau

Cycline D

AN

\§{§\lme p Akt ) _? o ("CE\\“{‘Q

Stabilisutionl

w ne \c ne j§Cycline
ycline
. . \r ne ycline

=» Grace a des l'arrét de production de facteurs inhaiteurs.
Ce sont des facteurs qui diffusent la différenoratinais parfois I'apoptose ou qui inhibent la
meétabolisme (ex myostatine)

Cycline D

Dégradation

La Phosphorylation de la Cycline D par AKt
Bloque sa Dégradation par Ubiquitination

=» Grace a la perte de cellules voisines
Qui rentrent en compétition pour les nutrimentdesufacteurs de croissance extracellulaires.
C’est I'inhibition de contact.

=» Par régulation de leur ancrage a la MEC.
Composeée de lamine ou de fibronectines, I'adhésienen jeu des intégrines qui acyivent
des kinases FAK qui activent le cycle.

Les cellules étalées poussent
Les cellules détachées s’arrondissent et restequbes en G1

Une fois que la cellule est entrée en cycle,
- elle doit le terminer, donc aller jusqu’a la divisi
- Sianomalie: Blocage transitoire en G1 ou S.
- Au-dela de S: anomalie grave® senescenceuapoptose
- Plusieurs checkpoints.



LES POINTS DE CONTROLE EN G1:

Le point de restriction Rb

Au début de G1, E2F fixé & protéine Rb (rétinoloast) qui réprime la transcription.

Jusqu’au point de restriction, Rb bloque E2F ¢tdascription des génes du passage en phase
S est bloquée. Au point de restriction, Rb est phosylé (et donc inactivé) par les CDK et
se détache de E2F : la transcription est active.

- 1:lasynthese des génes de phase S
0 EZ2F est sont propre FT ainsi que celui des cycl3®s € et S(A) qui vont a
leur tour inactiver Rb
Rb doit étre inactivé pour que le cycle avance.

- 2:Les complexes G1 et S-CDK phosphorylent et inigent ??

E2F Déclenche la Phase S du Cycle Cellulaire

GO Gl Gl G1/S s
E2F Inactif E2F Inactif E2F Inactif E2F Actif
Rb Actif Rb Actif Rb Actif Rb Inactif

E2F

e, | @00

senes Phase S Inactifs Genes Phase Actifs
\l)\ Polymérase, 1

PCNA, Histones,elc...

Réplicationde 1 "ADN

— E2F Déclenche la Phase S

Le géne Rb est un suppresseur de tumeur : sonvagah héréditaire donne des cancers
(rétinoblastome, ostéosarcomes)

Si les cellules sont privées d’'EGF et/ou de nutniteelles se bloquent en fin de Gdest le
point de restriction.

—> Si un facteur de croissance EGF ou son récep@&rE ou encore une molécule du signal
(Ras) (Myc) est anormalement actif (oncogéne)tivade complexe G1-CDK, d’ou Rb-P et
passage en phase S.

- Si Rb ou un autre gene suppresseur (une Ink : p1@&st mutée inactive, le complexe
G1-CDK n’est pas activé : passage en S méme dans denditions défavorables.

Le controle de 'ADN par p53




Mutation de P53
- Risque cancer : P53 est un géne suppresseur darsime
Perte de p53

- Pas grave dans une cellule normale
- Grave si 'ADN est endommageé (irradiation par exkpt si la cellule est
anormalement activée (oncogengs)rolifération avec ADN endommag® cancers

P53 est un intégrateur moléculaire qui possedsitesde phosphorylation potentiels en
fonction des signaux de danger, d’ou un systenmde barre » sur p53

P53 réagit aux

lésions de 'ADN
RX

53 ATM
pl y ADNPK
P5

Les protéines de liaison

A I'ADN (ATM, ATR etc) 1.p Z
Stabilisent p53
Qui active p21 /
Qui bloque cdk2 (et autres cdk) v

Ce qui arréte le cycle en G1. ! — o=

La cellule répare son ADN

Grace a des enzymes specialisees ?;Lé';du Réparation
p21 | De 'ADN
Poursuite du

Suicide cycle



LA MITOSE EST CARACTERISEE EN MISCROSCOPIE OPTIQUE

Les différentes phases de la mitose
(d'apres Rieder and Khodjakov, 1997)

rupture de

début de prophase fin de prophase Ienveloppe nucléaire

En prophase :

Un pentameére deondensine est phosphorylé par CDk-1-Cycline-Bet rentre dans
le noyau ou il provoque un superenroulement dditaéADN.

Phosphorylation des histones
0 H1 par CDK1-Cycline-B
0 HS3 par aurora

Microtubules forment un fuseau a partir du centnos@t le tout forme I'Aster.
Chaque aster devient un pole du fuseau mitotique.

Dissolution des organite® phosphorylation de leurs protéines par CDK-Cyline

La Dynéine tire vers
I'extétieur et
maintient le fuseau

L'Asterestle Des Kinésines attirent le

centre chromosome vers un pdle puis
organisateur I'autre et enfin quand les forces sont
des égales, au centre

microtubules



En début de prométaphase :

- 1:L’enveloppe nucléaire se désassembiéreste un réseau de lamine B
Les lamines A et C ainsi que les pores sont diggeza complexes solubles.

- 2 Les microtubules s’allongent a partir des p@legont capturer les chromosomes et
les attacher sur des structures spécialisé@sétochores

En fin de prométaphase :
- 1:le chromosome glisse le long d’'un microtubuledgection du poéle
- 2 :le microtubule du pole opposé est capturégéimétochore
- 3 :le chromosome attaché aux deux péles peut migrs le centre.

Point de contrdle de la Métaphase

Evite que des chromosomes ne soient mal attachés en envoyant un signal inhibiteur
Ce signal est levé quand TOUS les kinétochores sont attachés correctement

CENP-E

Kinases Bub

(bourgeonnement)
Inhibe le complexe APC/C
cdc20 (Anaphase
promoting
complex/cyclosome)

APC/C a une vie trés courte, il
active I’anaphase une fois que le
dernier signal — est levé

Corona (fibres du fuseau)

plaque externe
plaque interne

Retenir qu'’il existe des protéines de centromeres assoeiées kinases qui vont inhiber en
permanence un complexe appelé APC/C Une fois quselés chromosomes sont attachés il
se désactive.

Anaphase: chromosomes reliés par la protéoamhésine= dégradée paéparase(permet
la migration)

Les différentes phases de la mitose L’Anaphase
(d'aprés Rieder and Khodjakov, 1997

1. Alignement

anaphase télophase cytodiérese

centrosome

2. Séparation
™A
P

s ] / / \ microtubule
. // / L\ \
// | \ \ X
\ 1) kinetochore pe——
> |
u > 1 cohésine
\ \ / chromatide ey
\\ \\ \ i / // / l
\ 79
\ > 47 —~ centrioles

X

aster

Alignement et Séparation des Chromosomes



La transition anaphase métaphase est lié a laud@str des cyclines A en prométaphase d’ou
chute de CDK1 puis clivage de cycline B et sécupaele APC/C

La séparation des chromatides sceurs est réglée garchromosome et non par le fuseau.
1) APCI/C ubiquitine la sécurine (inhibiteur de la s@ga)

2) La séparase est activee
3) Elle clive une sous unité de la cohésine (qui ess@de 4 dont on se fout)

La Séparase Permet la Séparation La Séparase Est Activée par APC
Des Chromatides en Dégradant la Cohésine Pour Dégrader la Cohésine
microtubule
Chromatid kinetochore
junction  sister chromatids T
Pro
. @ T
thSC [ [ [ [ Bl scparase Ceogh':siie'on J w20
Ana oo — Bl — P (APC)
e —— ——
Telo
s Csemm e —
E 2. Séparation
Des Chromatides ChromaTid

disjunction i

Le Complexe Cycline B/cdkl Activé APC

* Différentes phosphorylations régulent activité de APC

CyCIIHE B \ . Aaw de type Polo
00
# -

1]

SRR R
cdc20 J—




LA MIGRATION VERS LES POLES EST DUE :

1) Au désassemblage directionnel des microtubuless@ome du GTP)
2) A l'alongement du fuseau par les kinésines.

La télophase :

L’enveloppe nucléaire se réassemble

- Les sous unités de la lamine B sont recycléesd® lgdivés et les COOH latéraux
subissent une methyl esthérification.

- 2 Lalamine se lie a la surface des chromosomasxetésicules en formation

- 3 les pores se reforment

- Les autres sous unités (lamine A) de lamines sopbitées

- La membrane n’est reformée qu’au milieu de la pl@&kelu cycle suivant !

- Sion blogue I'importe de lamines, les chromosorestent concentrés et la division
cellulaire est impossible

LA CYTOKINESE

= processus de division en 2 des cellules fillascpéation d’un sillon de clivagequi suit
I'équateur de la cellule, formé d’actine et de migesie type Il.

Est déclenchée par un signal émis par le fuseanaitee inconnue.

Ce sillon se contracte grace a un mécanisme qgiocome du GTP et une concentration
locale élevée de Ca++

De nombreuses protéines participent a la nouvedimbmane : Septines
Le pont intercellulaire est rompu par des kinésspEcifiques.

CDK1-cycline B phosphoryle (et active) une phospbatde la myosine

La myosine est inactivée (déphosphorylée)

En télophase, la chute d'activité de CDk1/B perbagtivation de la myosine et le début de la
contraction du sillon.

Une fois la mitose terminée, la cellule peut ...

- Cycler a nouveau (si les besoins ne sont pas encoréga)is

- Sortir du cycle (entrer en quiescence)

- Entrer en sénescencgusqu’a apoptose si elle a atteint la limite dgftick (nb limite
de divisions)

- Sip53 est inactivé, une cellule continue a cyclaralgré des téloméres courts, d’ou
une accumulation d’anomalies chromosomiques et unestabilité génétique
supplémentaire.=»=>=> CANCER on t'a dit.



LA MORT CELLULAIRE PROGRAMMEE APOPTOSE

Processus cellulair@ctif qui peut se produire en réponse a
1) Des signaux issus du développement (embryon)
2) Des signaux issus de I'environnement (ex : privatle nourriture) : p53
3) Des lésions décelées par les enzymes de surveltEntADN et/ou p53

C’est un processyshysiologique(pas pathologique, donc voulue, c’est une « miild )
Différent de lanécrosequi est un processpsssif (exemple : engelure, broyage...)

Apoptose et nécrose se distinguent au niveau cytglque et histologique.
La nécrose ischémique : cas typique de l'infarctudu myocarde ou du cerveau (AVC)

1) Caillot dans l'artére nourriciere.

2) Interruption arrivée O2 et GR.

3) Les cellules souffrent et les pompes ne fonctiohpkrs

4) La MP devient perméable et I'eau s’engouffre dansytosole

5) Les enzymes sortent de leurs compartiments etuetitdides autres protéines : la
cellules’autodigére (1)

6) Une réaction inflammatoire se produit qui attire ¢ellules phagocytaires
(macrophages) qui nettoient le foyer inflammatoire.

7) Le tissu mort est remplacé par un tissu cicatridiefoblaste collagéne)

- Injection d’eau distillée, choc thermique, écrasam...

Apoptose et nécrose peuvent s’associer : 'apoptogeut suivre la nécrose dans un
accident ischémique. En médecine on tente de limitke foyer apoptique.

L’'apoptose : non inflammatoire, progressive, et phgiologique !

1) Pas de phénomene inflammatoire (donc passait ipa@@ar les techniques
histologiques classiques)

2) Les cellules diminuent de volume (aspect raboygai)perte d’eau, de K+, et de CI-

3) La MP présente des renflements et des anomatigernalisation de phosphosérine

4) Lamitochondrie est | organe majeur de I'apoptose (perte de fietanembranaire,
de cytochrome C, et sortie de Ca++)

5) Le noyau et 'ADN se fragmentent

6) Digestion par des cellules phagocytaires qui ocdmau les cellules apoptiques grace
a des molécules de surface.

Ces propriétés sont a la base des techniques éeemigvidence de ces cellules.

1) Marquage de la phosphosérine par annexine ou gogico

2) Mise en évidence de la fragmentation de 'ADN : DN extrait de C.A est mis a
migrer en électrophorése sur gel d'agarose, apiésation on voit des bandes d’adn
de longueur réguliere.

3) Marquage de I’ADN sur coupes de tissus par TUNEE @assures d’ADN son
marquées en IdT-UTP _biotinNick End L abeling.
Puis streptavidine-peroxydase.



nécrose
-

I ' . Apoptose ——

tardive _ II
Apoptose } i
‘ . .— précoce —

lodure de propidium

“Annexine-FITC ADN Cellules marron
i fragmenté Marquéesen
Cellules vivantes TUNEL peroxydase

ROLE DE L'APOPTOSE

Eliminer les cellules ...

INUTILES LORS DU DEVELOPPEMENT de I'embryon :
o palmures des mains/ des pieds, canaux de mullerlebenales.

-  EnEXCES : Certains neurones des ganglions

- POTENTIELLEMENT DANGEREUSES :
o L’organisme fabrique des lymphocytes capables denmaitre tous les
antigenes y compris ceux du soi. Ces cellules dbigte éliminées.
Ce processus tue les cellules qui reconnaisseoi [©0%) et sauve celles qui
reconnaissent le « non soi » il a lieu dans le tg/fymphocytes T) c’est le
processus de tolérance centrale des imunnologi3tes: y'a beaucoup
d’apoptose dans le thymus

- LES CELLULES DEVENUES INUTILES : lymphocytes T cytotoxiques (anti
virus) et plasmocytes issus des lymphocytes Bfajpriques des anticorps.

; ) Apoptose
E_!Ehcrobe Microbe -

At _ éliminé

mpl « Survie: cellule Mémoire
Lymphocyte Fi
(éanglionifRate) Peut s’amplifier a nouveau

Ce phénomene de contraction des cellules évitargdhisme d’étre débordé chaque fois qu'il
rencontre un nouvel agent pathogene.



- LES CELLULES INFECTEES PAR UN VIRUS : SIDA (ici, la MCP n’est pas
désirée)

- LES CELLULES PRIVEES D’'HORMONES DE CROISSANCE (cf cours cycle) :
Les cellules épithéliales de glandes mammairesseat en période de grossesse et
lactation et involuent en dehors de ces périodaglitférenciation de la glande
mammaire ne se différencie définitivement que tirda premiére grossesse.

- LES CELLULES ENDOMMAGEES PAR UN DEROULEMENT ANORMAL
DU CYCLE (protection)
Par chimiothérapie ou radiothérapie.

Les doigts de la patte d’'une souris sont sculpiéstade embryonnaire par apoptose des
cellules (fluorescentes) interdigitales.

Les doigts de la patte d'une souris sont « sculptées » au stade
Embryonnaire par apoptose des cellules (Fluorescentes) interdigitales

D’apres « Molecular Biology of the Cell » (Alberts )



Ce ver a I'avantage d’avoir un nombre de cellulmsnc (1090) 131
subissent une mort cellulaire programmeée :
- ades temps et positions précis
- découverte des genes CED grace a plusieurs mutants
3 CED 3 et CED 4 déclenchent I'apoptose
- CED 9 est anti-apoptotique (protecteur)

‘ 1 o = Tous on des équivalents chez les mammiféres :
lMW o CED9 = Bcl2

=
AN

rd o CED4 = Apaf-1
o CED3=Casp9

BH4, BH3, BH1, BH2

Bcel2, BelX, H2N s etxsrin] COOH
Bax, Bak (1,2,3) ——

:l. Apoptose
Bad, Bim (3 seul) ———

Bcl2 est le « chef » d’'une famille de genes hombé@érodimeres. Augmentent ou bloquent
la sortie du cytochrome C.

- Un stimulus de prolifération ou de survie augmeebgression de Bcl2

- Un stimulus d’apoptose augmente I'expression de Baxl etc.

Les génes de la famille Bcl2 sont composés de nesd®iH1 & BH4 pour Bcl2 Homology,
conserveés dans les différents membres.

En plus degénes régulateurgfamille Bcl2) il existe degenes effecteurgjui codent pour
des protéines ditaeSASPASESqui exécutent I'apoptose.

Il existe deux groupes de caspases :
- INITIATRICES : sous forme de pro-enzymes, elle-méme activéedgsafacteurs
d’assemblage
- EFFECTRICES : activées par les caspases initiatrices activéascade.

Les caspases interagissent entre elles gracepes te modules :
1) Domaine de mort(DD : death domain)
2) Domaine effecteur de mort(DED Death effector domain)

3) Domaine de recrutement (CARDcaspase recruitement domain)
4 DDV IVVII?



MISE EN JEU : VOIES D'ACTIVATION :
Voie extrinseque (du récepteur de mort) : exemplewlymphocyte.
1) Les cellules destinées a mouriapres activation/multiplication ou bien infectipar
un virus,vont exprimer la molécule Fagdit APO ou CD95) a leur surface.
CD95 est transmembranaire et possede un DD dgetsaintra cytoplasmique

2) Le lymphocyte exprime en surface le ligand du Fas

3) L'interaction entre ces deux cellules va activer9GBur la cellule cible et rapprocher
les domaines DD qui se lient a un adaptateur FAD®une procaspase casp8.

CASPS8 est activée et déclenche la cascade de easgifectrices d’ou protéolyse.
Voie intrinseque, déclenchée par des anomalies duemabolisme.

1) Lessignaux d’apoptose intracellulaire(agressions non réparable®)Activation de
protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl2 (Bac Bim)

2) Ces protéinesuvrent un canal dans la mitochondrie qui libere le cytochrome C.

3) Le Cytochrome-C active une molécule d’assemblaggaf-1 qui recrute et active la
cascade des caspases.

Normalement il existe un équilibre a la membran®ahiondriale entre les cellules pro-
apoptotiques et anti-apoptotiques, les cellulesimisss a survivre (les lymphocytes B qui
reconnaissent un microbe donné) augmentent lachiptien de Bcl2, les membres des 2
familles se neutralisent mutuellement, par inteoastentre les domaines BH.

Certains virus se maintiennent dans la cellulegyéddesnhibiteurs des caspases : les IAP
Ces molécules identifiées chez les baculovirusgues# des domaines BIR pour baculovirus
IAP Repeat.

On a découvert des IAP et des anti-IAP dans ldsleslde mammiferes.

Les IAP bloquent les caspases.

Ceci prévient une activation accidentelle de prpaass dans les cellules.

APOPTOSE ET MALADIES

1) la surexpression ou des mutations activatrices@éaules anti-apoptotiques (Bcl2)
favorise lexancers

2) ... Ainsi que certainemaladies auto-immunes les cellules autoimmunes ne sont
pas éliminées et détruisent les tissus.

3) Certains cancers se défendent contre le systéme imnitaire en exprimant Fas-
ligand a leur surface et tuent ainsi les lympha@®95+

4) Exces d’apoptose dans les maladies dégénérativesyopathies, Alzheimer.



APOPTOSE ET TRAITEMENTS

1) Promouvoir 'apoptose dans les cancers et les nesladito-immunes.
2) Bloquer I'apoptose dans les maladies dégénératives.

Quelques Réflexions sur Mécanismes Moléculaires

De I'Oncogénese

OBSERVATION 1 : une tumeur en apparence bénigne pdis’aggraver au fil des
années.

Epithélium e '
' -
e 8 is » ‘s @ ® v ®
Sl S s e R g S
Lame basale
Tissu Normal Dysplasie Carcinome in situ Carcinome invasif

Dysplasie du col utérin, mélanome, polypes du colon, etc etc

OBSERVATION 2 : On peut rendre des cellules tumorales par teandfADN de cellules
cancéreusedse cancer est codé dans le génome.

NOTION 3 (épidémiologie) : il existe une prédisposition éimue pour certains cancers

(sein, colon) voire pour de multiples cancers. @hmaintenant que ces maladies sont dues a
des mutations de genes suppresseurs de tumeurApsB,Rb...) ou de génes impliqués

dans la réparation de ’ADN BRCA 1-2, etc etc.)

Ces cancers surviennent a un age plus jguedes mémes cancers sporadiques (qui
surviennent spontanément et isolément) (40 an$ @n$ dans le colon ou le sein)

NOTION 4 (épidémiologie) : il existe des cancersfessionnels(vessie : colorants,
Plevre/poumons : amiante, Poumon, thyroide, sarsorRadiations etc etc) :
Notion d’agentsnutagenes

OBSERVATION 5 : On peut inclure des cancers dans chez I'animdadega I'action
séquentielle d’'umgent initiateur et d’un agent promoteur.

L’agent initiateur induit une Iésion permanentd’dén sur un ou plusieurs genes.
- radiations, mutagénes chimiques (goudrons, caieran

L’agent promoteur fait proliférer la cellule (estlr phorbol, cestrogenes)

La combinaison des deux agents induit un cancer &uelques mois ou années.

Un cancer est du a une accumulation d’evenementsrggiques nefastes

OBSERVATION 6 : LES CANCERS AUGMENTENT AVEC LE VIElI LLISSEMENT
Accumulation d’évenements génétiques dus a I'envienent : infections, pollution ou
simplement le hasard !



OBSERVATION 7 : LA MAJORITE DES CANCERS TOUCHENT DE S TISSUS OU
CELLULES QUI SE MULTIPLIENT ET SE RENOUVELLENT FREQ UEMMENT :

- Epithélium : carcinomes

- Globules blancs : lymphomes / leucémies.

- Une cellule qui prolifére a plus de chances deaestormer qu’une cellule quiescente
(muscle, neurone...)

Des cancérigenes majeurs sont les agents infectieux

- Bactéries(ex helicobacter pylori responsable de I'ulcerdietancer gastrique)

- Parasites(le ver schistosoma haematobium provoque le catet vessie)

- Virus :
o0 Epstein BarEBV est responsable de cancers du nasospharynx et de

lymphomes

0 Le papillomavirusiPV) serotype 16 cause le cancer du col de 'utérus.
0 Heépatite B et C=» cause majeure du cancerfdie

- Les radiations ionisantes

Coucou ! Tu
Veux voir ma
bite ?

Ces agents canceérigenes agissent
o Comme des mutagénes direcin cassant ou modifiant les bases de I'’'ADN :
Cas des RX et de certains carcinogenes chimiques

o En activant la transcription de certains génesediixant sur leurs promoteurs
Cas des protéines virales ou d’agents chimiques

o En s'insérant a l'intérieur d’'un géne ce qui pdvemnt leur fonctionnement
virus

Le cancer touche ou touchera 30% des individusatsale leur vie. Il est donc percu
comme un événement fréquent. Or la biologie nogsigne que&’est un événement trés
rare.En effet un cancer résulte de I'expansion clodalee seule cellule

Ceci est démontré depuis longtemps au moyen deitpes anciennes.

Exemple : toutes les cellules d’'une tumeur exprineeméme isoforme d’'un enzyme donné,
ou bien toutes ont le méme chromosome X activéonu)n



Or chaque jour > cellules se divisent et meurent chez un humainphoes de 25.18 en
une vie dont une seule va acquérir un avantagetgéer les autres !

=>» On peut prévenir les cancers...
- En diminuant les agents mutagenes
- En éradiquant les tumeurs précancéreuses
- Envaccinant contre certains agents infectieux.

Mais on n’éliminera qu’une partie des cancers :

Les cancers augmentent inévitablement avec I'égeaincer est un probleme arithmétique :
>10' cellules / vie» 107° bases copiées.

Le systéme de réplication de 'ADN: 1 erreur sur Inilliard de bases
- mais néanmoins 1berreurs au cours d'une vie
- 0,33.168° mutation par géne (seule la premiére base detrst mutagéne)

Donc chaque AA a en théorie une chance de mutex.mutation n’est gue rarement
oncogénigue(tous les génes et, pour un gene donng, les Akedmotéine ne sont pas
d’égale importance.)

Tout bien calculé, I'incidence des cancers deéiaé proche de 100%

Pourquoiles cancers ne se produisentils donc pas plus souvent ?

1) Car il existe des systéemes de réparation de I'ADN (non abordés dans ce cours)
Dans la maladie xeroderma pigmentosum_| ADN est mal réparé d ot une forte
Incidence de cancers (héreditaires)

2) Car il existe les points de contréle du cycle mentionnés plus haut ainsi que le
signal d’attritiondes téloméres, couplés a la Réparation de | ADN et au
mecanismes actifs d’apoptose

3) Car il existe un contréle immunologique les cellules cancéreuses sont reconnues
Par certains lymphocytes tueurs

Quelques exemples schématiques:



Cancer héreditaire (Prédisposition)

0
- = - - ]
/ \
MR
4\ . Etc
A - -
Etape 1: un alléle Etape 2: un géne Etape 3: un second Etape 4: le second
Essentiel est perdu ou Essentiel subit une Oncogeéne subit une Allele est perdu
Inactif: Rb, p53 etc. Mutation activatrice mutation activatrice, ou (perte d’hétérozygoti
Dans toutes les cellules: Dans Une cellule: Un géne d'apoptose
oncogene Subit une mutation
ion germinale Mutation somatigue inhibitrice

Transmission récessive  Une cellule prolifére

C normale Wl 1) Arréten GO

Télomérase ( ' 2) Accumulation
inactive . 3) De cdkink

Sénescence
30 & 40 divisions Plus tard:
: 2) MCP tose
limite de Hayflick LICE popiose)

Lignée non cancéreuse
Téloméragga+++ ¥ X Pas de signal

TxT

n divisions plus tard:

Pas de limite
q " . Pas de signal
Lignée cancéreuse Car insensibilit

Télomégme +ou-

La télomérase
Augmente parfoi

Les télomeres courts favorisent la fusion
anormale de chromosomes: activation
anormale de certains genes possible

Exemple 1
Parfois on a déterminé précisémentle point de départ: exemple dans la leucemie
myéloide chronique, la fusion anormale de 2 génes Bcer et Abelson (chr. Philadelphie)
Résume la maladie. L'introduction du gene chimere dans des cellules les rend
Anormales. Ce géne code pour une protéine kinase sur tyrosine. Le blocage de cette
Protéine par une petite molécule rend les cellules a nouveau normales sans les tuer !



Exemple 2

Le géne anti-apoptique BCL-2 (chrl8) se juxtapasgene de chaine lourde des anticorps
(immunoglobulines) IgH (chr14) dans les lymphocyBes

L’enhancer de IgH active I'expression de Bcl2 :delules résistent a la MCP !

Autre mécanisme de la translocation / cassuresyabsomiques : Les anomalies de contrble
du fuseau. Anomalies de la sécurine, du complexé/&P Aneuploidie (anomalies de
ségrégation des chromosomes)

Le Gardien du génome est la protéine p53 codée par le « gene suppresseur
De tumeur » TP53.

Si 'ADN est endommagé. ou bien si un oncogene est active,

Une stabilisation de p53 se produit (phosphorylations activatrices sur ser)

La protéine p53 est un facteur de transcription de trés courte duree de vie

Qui fait la navette entre le cytosol et le noyau P53 est ubiquitinylé par une

UL: MDM2.

1) Des protéines specialisees verifient TADN. En cas de dommage. elles
inhibent MDM2 et activent ATM qui a son tour phosphoryle p53.
ATM est un gene suppresseur (Ataxie Telangiectasie)

2) L'activation d'oncogénes declenche celle de |a proteine ARF, (autre
facteur suppresseur de tumeur) qui en retour bloque MDMZ2 dans le
nucléole et la détourne de p53

.....mais des virus peuvent interférer avec ces protéines!

1) La protéine E6 du « human papillomavirus » se lie a p53 et le degrade

2) La protéine E7 du HPV se lie a Rb Cette protéine présente une séquence
De 17 aa similaire a celles de protéines d'adénovirus ou de SV40,

autres virus oncogenes.



Autre mécanisme d’'oncogénése: I'insertion Par un rétrovirus
d'un oncogéne viral (vOnc) , dans le génome.

Le virus s'insére  Levirus « vole »  Le virus se multiplie  Le virus intégre

Dans le génome  Le proto-O et Et le proto-Onc V-onc dans le génome

A proximité d'un  L'intégre dans son Mute (activation)et  Cellulaire: c-onc.

Proto oncogéne  Propre génome Devient un oncogene. Prolifération cellulaire!
Viral v-onc

Mais la majorité des mutations n'est pas due aux retrovirus.

La majorité des oncogénes mutent secondairement a |'initiation

de la transformation maligne : Ras est activé dans 40% des cancers.
Ras est activé par une mutation sur un seul aa: gly12-val.




Conclusions
Le cancer résulte de I'accumulation de plusieurs mutations somatiques
(cas de la majorité des cancers dits sporadiques)
Associées a une mutation germinale (cancers familiaux)

Le gene muté doit appartenir a une catégorie précise

1) Géne impliguédans la prolifération, ce sont les récepteurs aux facteurs de
croissance et de proliféeration: Kinases sur tyrosine (EGFR) ou sur ser/thr
(MAPK)ou facteurs d'échange GTP/GDP (Ras). Un géne devient
spontanémentactif et échappe a la régulation par les signaux naturels. |l se
comporte comme un géne dominant On parle d'Oncogéne car leur
introduction dans une cellule « force » le cycle

2) Les genes impliqués dans | 'apoptose (Caspases, famille Bcl2)
3) Les génes de réparation de 'ADN

4) Des genes de contréle du cycle cellulaire: lls se comportent en génes recessifs car
les 2 alléles doivent étre inactives. Leur perte de fonction (inactivation)
favorise le cancer, on parle de génes suppresseurs de tumeurs.

5) Les cancers comme certains virus neutralisent le systeme
Immunitaire. Ce vaste sujet sort du cadre du cours

Plusieurs génes doiventétre mutés (>3 oncogénes/apoptose) + 1 géne sup
pour faire un cancer. Le moyen d'accélérer le processus cancéreux est

la perte germinaled’un géne Suppresseur Celle-ci « ouvre |la porte » a des
anomalies supplémentaires: La Prolifération de cellules favorise la mutation
d'oncogenes d'ou prolifération et raccourcissement des télomeres, passage de la
« himite de Hayflick ». Ce raccourcissement favorise des aberrations

des chromosomes. Une cellule cancéreuse est prise dans un Cercle vicieux

générateur d'Instabilité Génétique



