UEZ2 — Biologie Cellulaire : Cycle Cellulaire

Méthodes d’étude : autoradiographie ] A - Le chromosomes sont-is
H - - - . Point de controle sl =)
EgyDnCJI()jme)’ immunohistochimie du fuseau attachés correctement ?
r
Coordination des différentes
phases du cycle cellulaire
Controle moléculaire des =>Llacellulea-t-elle

Point de contréle
d'entrée en mitose

hases correctement
p répliqué son ADN|
Cdk1/Cycline B
Point d trol . .

\ “' o dz g;n B = Point de restriction

‘ Cdk4/Cycline D
&7] cdké/Cycline D . . .
—Existe-t-il des signaux favorables au
Cdk1/Cycline A [—> déroulement du cycle ?

= La cellule a-t-elle une taille adaptée ?
La Cdk est une kinase. Elle posséde lactivité et
G £ phosphoryle. La protéine cycline régule l'activité de

la Cdk.
N Régulation de [’activité des complexes
Cdk/cycline

cdk = Cyclin-Dependent-Kinase
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kinasique totale
/ cdk

| » Stabilisation du dimere Etape finale:
Boucle d'activation > Positionnement du substrat phosphorylation du substrat

(utilisation de I'ATP)

Kinase inactive Faible activité kinasique

Inhibiteurs de I’activité des Cdk
p27 inactive Cdk2/CyclineE

=> modification de la structure de la kinase

p15oupl6 Phosphorylations inhibitrices et
déphosphorylations activatrices
l "y - Phosphorylations inhibitrices par Wee 1, Myt
J S~ p21oup27| 1
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Déphosphorylations activatrices par Cdc25

En prophase, P de cdkl/cyclineB entraine

Cdk-cycline son accumulation dans le noyau =>
tactive) phosphorylation des substrats cibles

— Phases du cycle

cdk
p15/p16-Cdk

=> Pas d’association Gl
'_’:SS'b'e "’V:Z‘ii/‘éyc"“e Hy Phase de croissance, reconstitution des
IR e : réserves, de décision, de préparation
Cdk-cycline- L g . .
p21/p27 Verification de ADN, taille de la cellule
(inactive) Dépendance  vis-a-vis de  contacts

cellulaires, facteurs mitogénes
Taille influence : plus une cellule est grande et plus G1 sera rapide
Dépendance des facteurs extérieurs :
» Sj facteurs mitogénes : passage
du point de restriction, entrée de ,mgﬁfeﬁﬂ
fagcon irréversible dans le cycle

= Point R: transition critique de

dépendance vis-a-vis des facteurs

a un état d’indépendance C> =)
= Ensuite déroulement du cycle

depend de facteurs internes Récepteur aux facteurs mitogénes
Mécanismes d’action des facteurs - Etxesibn U fgand Phosphorylation de résidus

. v : L tyrosine dans les domaines
z . . recepteur a activite tyrosine kinase v gawes e ,
exterieurs : Dimérisation du récepteur intracellulaires du récepteur
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E2F : Facteur de transcription Rb inactive E2F Iibet;é
Rb (Rétinoblastome) changement de e .
conformation de Rb R

Destruction de p27 via SCF
Autres événements de G1

= Croissance de la cellule

= Vérification de TADN

= Mise en place de la cohésine

expression cycline E
phosphorylation p27
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Cdk2/CyclineE
activée
Entréeen S
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Cdk2/CyclineE Cdk2/CyclineE
active inactive
Entréeen S pas d'entrée
ensS «

Cancer
Facteurs mitogénes sur-expimés ou mutations sur protéines
=> MEK et MAPK suractivés
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Cdk2/CyclineE
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ensS

effectrices



Phase S

Phosphorylation de la cycline E (par cdk2/cyclineA) => ubiquitination par SCF

destruction par protéasome
Réplication de ADN :
amorcgage
Cohésine

=>

cdk2/cycline A agit sur la formation du complexe de pré-amorgage et

< Complexe de protéines (Smc3/Smcl/Sccl/Scc3) formant un anneau. Elle est chargée sur

la fibre chromatinienne en G1 grace a un complexe Scc2/4.
Cycle centriolaire

Maternal centricle La 'Y—t ubuline fait
il siniiacne partie d ur]_complexe
Cca Suodistal de  protéines  (y-
(E:(;ryin;:?que) e pcM=matériel  JURC) qui  permet
péricentriolaire I’ancrage des MTs.
_— Ce complexe est
- recruté avant la
mitose (régulé par
les kinases Plk et

Aurora A)
En interphase, le
— centrosome permet

) : aughter centriole , .

Tubule A B C M la nucléation des
13 10 10 Interconnecting flores 9 triplets de microtubules = 1 centriole MT et or gan ise la
(m _ forme et la polarité

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
Triplet de MT de la (_:eIIuIe._
En mitose, il forme
Centrosome = 2 centrioles + matériel péricentriolaire les 2 pbdles du

assure son assemblage.

En finde M : division cellulaire =>
distribution d’un centrosome dans
chaque cellule fille

En G1: centriole mére & fils

perpendiculaires

NPM maintient la cohésion
@ En IV : 3¢me séparation : éloignement

®

fuseau mitotique et

En fin de G1 : 1¢* sépration ;
centrioles s’écartent Iégérement
Cdk2/CyclE phosphoryle NPM qui
est alors dégradé

L

Y

En S : formation de pro-centrioles

. perpendiculaires par rapport aux
par allongement du fuseau centrioles d'origine; allongement /
Plk & Aurora A, cdk1/cyclB Cdk2/cyclE T >
Cdk2/cyclA
s ' / b
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En G2 : 2éme séparation : le lien fibreux reliant les 2

chromosomes se rompt
Nucléation importante des Mt
Kinases Pk & Aurora A, cdk1/cyclB



G2

*» Début de condensation de la chromatine

» Vérification de I’état de ADN

» Préparation de activation de la Cdkl/cyclB

» Séparation des centrosomes dupliqués par rupture du lien fibreux
Réponse aux lésions de ADN

Lésion de 'ADN ALY LIk Réponse immédiate |

TTEETT _’ — instable,
. ATR/ATM Chk inactive
Lésion de 'ADN

TemeT_, = _>=_.

otc2s |
= > Export nucléaire
6 9 SFC => protéasome
= La cellule est
bloquée en 62/M % g
— . aE Réponse
w différée !
- 921
Cdk1/CyclineB Cdk1/CyclineB ‘ *
activée inactive ~
Entrée en Mitose Pas d’entrée en M
Cdkl/CycIch Cdld/CyclmeB
inactif
Pas d’entree enM Pas d’entrée én M

Préparation de I’activation de Cdk/cycline B

En 52 : .

Cycline B synthétisée s'associe a
la Cdk1

CdK1/CyclB importé dans le
noyau => phosphorylations
activatrice par la CAK et
inhibitrices par Weel

CdK1/CyclIB et Cdc25 font la

& navette cytoplasme/noyau.
.\ QC-"'3—//\\ i Leur activité est faible.
o3 : 2
&} e n‘T p— Séparation des centrosomes dupliqués par
il - rupture du lien fibreux
¢ Activité MPF entraine des cellules en

interphase a entrer en mitose.

) e |
21 )
> |
a PIk phosphoryle Cdc25 => activation

a Déphosphorylation de la Cdk1 => activation du MPF
o 2¢ séparation des centrosomes




La mitose
Prophase
Accumulation de Cdk1/Cycline B dans le noyau et auto-amplification 1) Phosphorylation cycline

PLK B (par Cdk1/PIk ?) =>
\ . Inactivation du signal
e d’exportation
e @ 2) Accumulation dansle
PP noyau =>
-8
"o
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Déclenchementde la

b 3 — mitose
. cytoplasme é
i ————

~
Active e
noyau
tytoplasme é 9,“’ ‘P
e ~
noyau ACtive

PP RPP
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~ Weel @
Condensation de la chromatine

- H1 et H3 => augmentation de la compaction des nucléosomes

- Condensine => formation de boucles d’ADN

- Topoisomérase => condensation d’ADN +ATP + Aurora A + cdkl/cyclB
La condensine (méme famille que
cohésine), composée de 5 sous-unités, n

P
forme un anneau enserrant boucles de %
compaction de la méme chromatide. La condensines \
cohésine (4 sous-unités) enserre les 2 P /'
BN

chromatides.
Compaction de [I’ADN: cohésine +
condensine + topoisomérase
Mise en place du kinétochore
< Ensemble de protéines (~90)
s’organisant sur le centromere (2 plaques)
Formation du fuseau mitotique
= Destruction du réseau  microtubulaire
interphasique, contrdlé par cdk1/cyclB
> Dépolymérisation augmentée (protéines ‘
de catastrophe) \
> Polymérisation diminuée
> Proté associées aux MT stabilisantes

stones

inactives €
» Proté associées aux MT déstabilisantes
actives T
= Séparation des centrosomes dupliqués Plaque interne
-» Dynéines : protéines motrices ancrées au “Protéines constitutives (tout le long du cycle)

“+Protéines passagéres (en 62)

cortex cellulaire et a I'enveloppe nucléaire ;
marche vers le p6le — du MT
-» Kinésine-14 : protéine motrice pontant 2 MT n provenance des 2 centrosomes, qui se déplace vers
péle — de MT. Le MT opposé tend a se rapprocher du 2° centrosome
= Structurer le fuseau



Prométaphase
Rupture de I’enveloppe nucléaire

» Phosphorylation des protéines du pore nucléaire (MPF ?)

= Déplacement de la dynéine sur envlp nucléaire => tension sur envp
= Phosphorylation des lamines A/C par MPF => désorganisation des FlI
= Désorganisation des lamines => fragilisation de envp nucléaire

mm) 2 conséquences :

» MT rentrent en contact avec les chromosomes
> Fuseau se stabilise par 'apport de facteurs d’origine nucléaire

- Enveloppe nucléaire disparait

- Fuseau mitotique est formé : il est alors dans espace nucléaire

- Chromosomes sont captés par MT du fuseau

Réorganisation du Golgi et du réticulum endoplasmique
Cdkl/cyclineB2 et PLK => Phosphorylation des protéines responsables de I’empilement des
sacs — dissociation des sacs en tubules — formation de vésicules

Pénétration des MT dans I’espace
nucleaire

Capture des chromosomes par les MT du
fuseau

Centrage et allongement du fuseau
Fuseau mitotique

Zone of interdigitation
MT kinétochorie

Kinetochore

+) (+)

Pole
{centrosome)
Chromosome
| | |
Aster Aster
Métaphase

Attachement bipolaire des chromosomes
Tous les chromosomes sont attachés de
facon bipolaire = plaque métaphasique.
Aurora B participe a I'appariement bipolaire
des kinetochores

Formation de la plague métaphasique
Anaphase

Séparation des chromatides sceurs
Inactivation par clivage de la cohésine qui
maintient associées les chromatides sceurs
Mise en place de forces de traction
permettant de tirer les chromosomes vers
les pOles opposés

=> anaphase déclenchée seulement lorsque
tous les chromosomes sont alignés sur la
plaque métaphasique

Départ de la cohésine :

/ MT astérien

1/ Capture du chr :
Attachement
monopolaire

MT polaire

Centrosome
MT kinétochorien

2/ Migration vers le pdle :
Capture d'extrémités (+)
de MT

3/ Retour vers le péle
oppose : Capture de MT
venant de I'autre pdle

Fibre kinétochorienne

4/ Capture du kinétochore
libre par des MT du péle
opposé : attachement bipolaire

1. Phosphorylation par la Plk => départ de la cohésine sur les bras des chromatides

(transition prophase-métaphase)

2. Clivage par la séparase => départ au niveau du kinétochore (transition métaphase-

anaphase)
Montée des K-fils vers les pbles
Levée du point de contrdle du fuseau



Ubiquitine la cycline A, cycline B et la

Activation de APC sécurine mais a étapes différentes.
Cdc20 Tant que TOUS les chromosomes ne sont
o = pas attachés correctement, APC ne peut
’1‘° pas ubiquitinée la sécurine et la cycline B
o => il existe un signal inhibiteur au niveau
%) a a des kinétochores « mal attachés ».
o L9 . .
S “ “ Inactivation de la cohésine
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Ct APC . AP(t:-f Securme &
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- Longueur du fuseau constante
Anaphase B :
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u © Séparase Sécurine/Séparase
- E (précurseur inactif) (inactif)
APC APC © APC
inactif adw actif c actif
destruction o
l =
©
= Pr'ofeolyse cycline B
N Protéolyse de la cycline A o
Transition metaphase-anaphase <
Attachement ;
bipolaire des déphospho-
a chromosomes Separase/Securme Séparase rylation Séparase
4 l . : (inactif) (inactive) (active)
. Protéolyse de : protéolyse
J sécurine sécurine
APC cycline B () Séparase
. : c (active)
actif a - b
déclenchement de O chromatides-soeurs
Départ de la protéine I = 1
i anaphase
de contrdle du fuseau (©] @
. . L 4\ o~ \
Mise en place de forces de traction 8 ;‘ !
Anaph_as,e A ) i . () cohesm 5 c1 Cllvage d S
- MT kinétochoriens se dépolymérisent (@) !
(>U ( Scc1 \.J
®)

Séparation des
chromatides-soeurs

- Eloignement des centrosomes
- Allongement du fuseau

- Déplacement des protéines moteurs = Reformation du réseau de MT
formant les ponts entre les MT polaires Cytodiérese : séparation des 2 ¢ par
permettant le glissement des MT qui se division du cytoplasme
chevauchent Anneau contractile : actine+tmyosine
- Déplacement de la dynéine (-) qui ancre Phosphorylation inhibitrice de la MLC pr le
les MT astériens a la membrane MPF
plasmique et dépolymérisation au fur et a Déphosphorylation de la myosine permet le
mesure de ces MT contact avec l'actine => sécurité
=> allongement du fuseau Fin de la cytodiérése :
Inactivation du MPF / cdkl/cyclineB - MT polaires sont resserrés au centre
Télophase et cytodiérése de la cellule
= Arrivée de K fils aux pbéles - Seul un pont cytoplasmique relie les
» Reformation de I’enveloppe nucléaire deux cellules filles (corps
» Décondensation des K intermédiaires)
= Mise en place de I’anneau contractile - Rupture de ce corps intermédiaire
=> Séparation des 2 cytoplasmes marque la fin de la division cellulaire

» Reconstitution du noyau



