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SV-C La cellule dans son environnement

SV-C-2 Organisation fonctionnelle de la cellule
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Un peu d’histoire

lers fossiles d’eucaryotes consensuels

- 1,6 Ga

lers organismes pluricellulaires découverts au Gabon
Gabonionta : pro ou eucaryotes!?

-2,1 Ga

Restes attribués a des Cyanobactéries - 3,4 Ga
(Archaeoscillatoriopsis maxima) -> communauté

d’organismes autotrophes (Brasier et al. 2002).

| eres formes de ™

Cyanobactérie sphéroide dans un minerai de fer rubané

Eobacterium isolatum et Archaeophaeroides barbertonensis (photo Pflug, La
Recherche 1976).

ci-contre : Archaeophaeroides barbertonensis (photo Pflug, La Recherche 1976)

vie: unicellulaires
N et procaryotes
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FRAICHEACTU

En 2008 découverte de 3 fumeurs noirs dans partie Nord de dorsale Atlantique

a bord du G.O. Sars a 320°C, surnommeés « chateau de Loki » — carotte de
sédiments : archées Asgard

Ettema

combinaison de genes archées et eucaryotes (notamment genes du
cytosquelette!!!).

Scepticisme de la communauté scientifique ...

... puis découverte des Asgards dans les sédiments du Danube, puis
Colorado

superembranchement des Asgards compte |8 lignées
démonstration de l'origine asgardienne des eucaryotes.
Asgard = « pieuvre » :
Véritable cytosquelette avec protéine actine nommée lokiactine

Chromosome circulaire comme les bactéries, pas de mitochondries

Capacité de réaliser symbiose léguée aux futurs eucaryotes! En effet les
Asgard vivent en lien étroit avec bactéries => possibilité d’endosymbiose...

CQFD

EL. .
millions de séquences d’ADN: projet génome Asgard par Christa Schleper et Thijs VOICI A

nos ancetres
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EVOLUTIF
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Rappels de lycée,
1 4 classe de 2"
ETUDE DES FONCTIONSVITALES D’UN ORGANISME UNICELLULAIRE EUCARYOTE:
LA PARAMECIE

La vie peut se définir comme la capacité a naitre, a échanger avec le milieu, a sa reproduire, a évoluer et a mourir. Ces différentes

capacités sont regroupées en 3 fonctions principales : la fonction de nutrition, la fonction de reproduction et la fonction de relation.
Chez les organismes unicellulaires, toutes les fonctions sont assurées par une seule cellule

v . | 50 um
-
- ‘\ »
t |
'3 . Y
-, 4 1 f
E
‘ < ) " Paramécie colorée au rouge
i ¥ A\ neutre et observée au MO
e » i X100
| 100 um

Mise en évidence de nombreux
organites participant aux 3

fonctions vitales de la paramécie
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-0 \paroi, app ytop
m.n. /Wi h. = macro noyau . i gére ie quotidien vitai ceiiuiaire ety

<« Schéma structural d’'une paramécie, selon Dragesco

c. = cristaux: on peut aussi rencontrer des concrétions

calcaires ; leur présence ne s'explique gueére.
C. coll. = canaux collecteurs : ils servent a amener I'eau du

;mmmmmmacﬁles
= cils caudaux: ils permettent [|'orientation du)

cils c.
déplacement et des changements brusques de direction.
cils s. = cils somatiques : ils battent de maniére synchrone et

\permettent & I'organisme de se déplacer. )
(Gas. = gastriole . Cesl la vacuole alimentaire ou Sont CoNauns )
les aliments absorbés, et ou a lieu la digestion.

Les déchets digestifs sont éliminés & un endroit déterminé de la

elé cytoprocte. y

s'occupe de la reproduction asexuée.

m. n. = micro noyau: il assure les fonctions sexuelles de
\_reproduction avec échange génétique. )
ristome : Invagination ventirale vers Taquelle Ta nourriture
(surtout des bactéries) est envoyée par le mouvement des cils
qui la bordent. Dans le fond se trouve la bouche, ou
cytostome, qui ouvre sur un canal appelé cytopharynx,

\conduisant a 1a gastriole

(tr. = trichocystes : ce sont des organites situés sous la
cuticule, qui peuvent projeter au dehors de longs filaments

_rigides (moyen de défense ?).

v.c. = vacuoles contractiles ou pulsatiles: elles ont la
capacité d'évacuer l'excés d'eau qui se ftrouve dans le
cytoplasme, et qui y pénétre par osmose.
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Fonction de relation

Fonction de nutrition [ Fonction de reproduction ]




NIVEAUX D’ORGANISATION DU VIVANT

point de vue fonctionnel, cellule = plus petite unité autonome
du vivant, capable de se nourrir, de se reproduire, et
d’interagir avec son milieu.

point de vue structural, cellule = un compartiment aqueux, le
cytoplasme, délimité par une membrane plasmique de
nature lipidique, et qui contient du matériel génétique
sous forme d’ADN (attention cet ADN peut étre
secondairement perdu chez certaines cellules différenciées comme
les hématies des mammiferes).

3 domaines du vivant : les bactéries (ou eubactéries), les archées
et les eucaryotes, ces derniers étant d’un point de vue
phylogénétique plus apparentés aux archées qu’aux bactéries.

Cf | ¢ Enseignement
scientifique théorie
cellulaire

O —-1. atome

organe

Niveaux d'organisation 3

des étres vivants

s.__population

' Organisme
(individu)
10, €Ccosysteme

Quelles sont les caractéristiques structurales et fonctionnelles des cellules ?
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Membrane plasmique

hyaloplasme

Enveloppe nucléaire

nucléole

mitochondrie

Lumiére intestinale ———»

Membrane basale

microvillosités

Figure 2 : Electronographie d’une portion d’intestin gréle de mammifére observée au
MET (barre d’échelle : 1um) : entrainez-vous a légender cette photo

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 8



SV-C La cellule dans son environnement
[

SV-C-2 Organisation fonctionnelle de la cellule

PLAN DU COURS

I. Les cellules : des unités autonomes plus ou moins compartimentées
délimitées par une membrane plasmique

A. Les cellules procaryotes : des cellules peu ou pas compartimentées
délimitées par une ou deux membranes

I Organisation d’'une cellule procaryote : exemple des bactéries

2. Une compartimentation possible associée a une régionalisation du fonctionnement
cellulaire

B. Les cellules eucaryotes : des cellules compartimentées
I. Le noyau : stockage et expression de I'information génétique

2. Le réseau endomembranaire : renouvellement des constituants cellulaires et
interactions avec le milieu extracellulaire

3. Les lysosomes

4. Les peroxysomes

5. Les vacuoles

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif

7. Les chloroplastes : organites semi-autonomes a fonction photosynthétique chez les
cellules chlorophylliennes

C. Conséquences de la compartimentation cellulaire
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Il. Le cytosquelette : armature protéique de la cellule impliquée
dans sa structure et sa dynamique

A. Les éléments du cytosquelette chez les cellules eucaryotes

l.

2.

Les microfilaments d’actine

Les filaments intermédiaires

Les microtubules

Limportance du cytosquelette dans la migration des cellules animales

Des protéines homologues au cytosquelette eucaryote chez les
bactéries

Il. Les cellules : des systémes thermodynamiques ouverts
traversés par des flux

A. Des flux de matiére

B. Des flux d’information

C.Des flux d’énergie



I.LES CELLULES : DES UNITES AUTONOMES PLUS OU MOINS

COMPARTIMENTEES DELIMITEES PAR UNE MEMBRANE

PLASMIQUE

g Cytoplasme D
Hyaloplasme + Organites
Cytosol | * Cytosquelette

J

Cytosol* : n.m. (cyto- : cellule, -sol : solution) phase liquide du
cytoplasme dans laquelle baignent les organites et le cytosquelette

Hyaloplasme® : n.m. (hyalos- : cristal, -plasme : transparent)
ensemble formé par le cytosol et les protéines fibrillaires du
cytosquelette

Cytoplasme®* : n.m. ensemble formé par le cytosol, les
protéines fibrillaires du cytosquelette et les organites

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Compartiment % du volume
cellulaire

Hyaloplasme 54

Mitochondrie 22
REG 9
REL+ Golgi 6
Noyau 6
Peroxysomes I
Lysosomes I
Endosomes I

Volume du cytosol et des organites
intracellulaires (en %) dans un hépatocyte

Organite : n.m. constituant cellulaire des
cellules eucaryotes entouré d’au moins
une membrane

Cytosquelette : n.m. ensemble de
protéines fibrillaires structurant la cellule




A.LES CELLULES PROCARYOTES : DES CELLULES PEU OU PAS COMPARTIMENTEES

DELIMITEES PAR UNE OU DEUX MEMBRANES

I. Organisation d’une cellule procaryote : exemple des bactéries

g b d
%
5 gt '. Paroi cellulaire
4, -, 4 (peptidoglycane)
¥
_‘i ) Violet de Gentiane Membrane
by 12 plasmique
A .
e mA 2 protéine
S 7 Lipopolysaccharides
i et Membrane
o e i ) externé
":‘x': e Paroi cellulaire Périplasme
e 5;&*"-. (avec _=
ﬁ;‘g, r "! peptidoglycane) . SESLENILE
o ﬂ' ] Rose Fuchsine
b '; Membrane —
Sl Bactérie gram négatif plasmique L

i Electronographie (MET) d’Escherichia coli
. (Gram -) barre 0,5 ym
= BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Tout le contenu cellulaire baigne dans le cytosol

ADN contenu dans une région = nucléoide qui
n’est pas délimitée

Clé de détermination des bactéries basée sur
coloration Gram et test a la catalase :

» Les bactéries 3 GRAM positif présentent une
paroi épaisse constituée de peptidoglycanes

> Les bactéries 28 GRAM négatif présentent une
fine paroi de peptidoglycanes surmontée d’une
membrane externe, formée d’une bicouche de
phospholipides particuliers.

@ LTI Qe P R T e—



* GRAM positif = paroi épaisse de peptidoglycanes

* GRAM négatif = fine paroi + membrane externe

Milieu extérieur e T e Ol
B o Acide teichoique de polysaccharides
Paroi de : ) _
peptidoglycane Membrane —Lipopolysaccharides
externe —Porine
Périplasme { Acide lipoteichoique i 5 i i
Plriplasme : Lipoprotéine de jonction

Membrane " —Peptidoglycane
plasmique n

\w__Porine plasmique

( )
Membrane {

Protéine

transmembranaire Cytoplasme GI' am + Cytoplasme Gram -

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 12




GRAM positif = paroi épaisse de peptidoglycanes

v

GRAM négatif = fine paroi + membrane externe
Bactérie Gram (+)

Bactérie Gram (-) Cyanobactérie Gram (-)
Paroi— Periplasme — Espace intrathylakoide
Membrane plasmique — | \ ou lumen — Cytoplasme
‘u ‘I R \ . .
Cytoplasme avec Membrane externe \ Thylakoide '\' avec ribosomes
ribosomes libres \ L \ libres
| " Nucléoide \ \
('o 2 ." ‘- L .. ¢! ‘.' o ||. .. P .'! o " ,m (.. - .'o K 11-'.[‘.' 2 .o '- . “ .' .‘| * "
., - - ¢. o, 'I. —
Pos VA ‘r‘ S\ '"— . S :.1#1‘.#-__".' ' Vs
\ W 4 A ' P '.‘j \'c e 2.7 a s 0 o ..
. q "o w '..'."04 \at."'rt."‘..'.oﬁ.
Absence de compartimentation
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Ebauche de compartimentation ?

Véritable compartimentation
Espaces et compartiments chez les bactéries
Diversité des Eubactéries (Peycru et al 2010)



Encart sur la paroi des bactéries

EFFET DE LA PENICILLINE, INHIBITEUR IRREVERSIBLE DE ENZYME DE LA

SYNTHESE DE LA PAROI BACTERIENNE GRAM+

NAG : Neacétyl glucosamine
ANAM : acide N acétyl muramiquel

Linison B 1-4.
i
NAM e 0 g .

-’\ﬁ\’ 0
) } Chaine pepridique
/

Pont

intcrpeptidique

NAG™ A

Porine

Polysaccharide

Acide teichoique SOPEPP,

AL,

Membrane externe
lipopolysaccharidique

9557 |
iy
sarsrsseainaty rssees.

S

£38%

BRNNN
3
5

5%

A
ISSAAEAEARAA SN
SR

Peptidoglycane

R 2
T

% m % ——— Espaceperiplasmique
E: : EW Membrane plasmique

Gram -

AN i
R

R
oo
%

2R

Sonshreeany

Agencement des chaines de peptidoglycanes = muréine dans la
paroi bactérienne

(source: https://pharmacomedicale.org/medicaments/par-specialites/item/beta-lactamines-penicillines-
cephalosporines)
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Alexander Fleming
(1881-1955) bt

B-lactam mechanism
of action

ABX-free
Cell wall
Synthesis ™

transglycosylase

Block of transpeptidase activity interrupts
cross-linking & cell wall synthesis

Pen Ceph Mono Carba

D-Ala-D-Ala structural mimics: CD CD . .

B-lactams - bind
to transpeptidase
active site

D-Ale
D-Ala

enzyme
inhibited

La pénicilline = famille des béta-lactamines
=> Inhibition de la transpeptidase qui
catalyse les liaisons peptidiques entre les
peptidoglycanes




Coloration
de Gram

staphylococcus
Streptococcus

Cl¢é de détermination des bactéries basée sur coloration gram

13
/ Test a la catalase sur colonies bactériennes \
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Enterococcus

Test
catalase

Bacillus
Lactobacillus

suivie d’un test a la catalase

Neisseria

Acinetobacter
Pseudomonaceae

Vibrionaceae
Enterobacteriaceae

Déposer sur une lame une goutte d'eau oxygénée (= peroxyde
d’hydrogéne, H,0,) & I'aide d'une pipette Pasteur
Prélever une colonie a l'aide de I'anse

Dissocier la colonie dans la goutte a l'aide de I'anse

Bulles d’oxygéne

La bactérie posséde la catalase, elle est

dite :

Catalase +

Pas de bulle

La bactérie ne posséde pas la catalase, elle

Catalase -

est dite :
—




I I — J
2. Une compartimentation possible associée a une régionalisation du fonctionnement

cellulaire & granum

thylakoide

=5z Enveloppe chloroplaste

= replis membranaires (saccules) chez
certaines cyanobactéries (bactéries
photosynthétiques phylogénétiquement et
structuralement proches des
chloroplastes) - organites -
thylakoides chloroplastiques.

= Centre du cytosol: carboxysomes -
pas organites car non délimités par une
membrane mais capsules protéiques au
sein desquelles se concentrent des
enzymes spécialisées dans la fixation du
carbone minéral comme I'anhydrase
carbonique ou encore la RubisCO.

Escherichia coli

[A] Microscopie
électronique de cellules de Halot

hiobacillus neapolitanus dont les
carboxysomes sont indiqués par
des fleches. [B] Vue de
carboxysomes intacts isolés d’H.
neapolitanus ; la barre d'échelle est pourvu d’empilement de sacs aplatis

indique une longueur de 100 nm nommés thylakoides

BCPST | - ENCPB - S.
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Membrane
externe

Paroi de
peptidoglycanes

Membrane
interne

Thylakoide

—> Absorption
de I'énergie
lumineuse

—

cytoplasme

Carboxysome
Concentration
du CO, a
proximité de la
RuBisCo

Ultrastructure d’une cyanobactérie

50 nm

|100

Représentation d'un carboxysome montrant
les hexaméres protéiques en bleu (les
différentes teintes de bleu indiquent des
hexaméres de nature et de fonction
différentes), les pentaméres en magenta et les
enzymes encapsulées en vert.

Chromosome
circulaire

Plasmide

Un carboxysome est un micro compartiment bactérien
contenant des enzymes impliquées dans la fixation

du carbone. Ces organites sont formés d'une coque
protéique polyédrique d'environ 80 a 140 nm de

diamétre. On les trouve chez toutes les cyanobactéries et

de nombreuses bactéries chimiotrophes qui fixent le CO, /

17



1
3. Structure interne des bactéries
¢ ribosomes (qui réalisent la traduction) (ribosomes un peu différents de ceux des Eucaryotes)

® inclusions de nature variée (glucidique, lipidique...) (ex. présence de glycogene chez les 4
Cyanobactéries + parfois vacuoles gazeuses ayant un role dans la flottaison de 'organisme) %

® Information génétique :

» Chromosome bactérien : long ADN souvent circulaire comprenant I’essentiel du Escherichia coli (Gram -)

génome de la bactérie associé a des protéines.
v localisé dans une région du cytoplasme nommée nucléoide.
v Associé a des protéines (NAP nucleoid associated proteins)
Nucléoide
ADN circulaire
chromosomique

v In vivo, 'ensemble {ADN + protéines} forme le nucléoide, fixé au mésosome

> Les plasmides : unités génétiques de petite taille (quelques centaines de pb),
souvent présentes (mais pas systématiquement), IG facultative

Plasmide Protéines du
Ribosome nucléoide
Nucléoide : n.m. région du cytoplasme Mésosome
bactérien ou se situe le chromosome bactérien Membrane externe
(80%), associé a des protéines (20%). Paroi
Membrane plasmique
Cytoplasme
Mésosome : n.m. invagination membranaire
avec site de fixation du chromosome bactérien
Schéma de lorganisation d’E. coli I8

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE



|
: Phosphalipides
“T-—— Protéines
Peptidoglycanes
Acide téichoique _
Lipopolysacharides
T
Membrane plasmique paroi 0,05pm ’;‘,‘;g’n?ifuff i Membiee m::ﬁ{le Parol

ranscription et flagelle

s D ribosome

traduction N f 7 :
) , "‘ !J ( : L.
simultanées 2 ' Protéine de .
e m mm m——————., 7 .
- , condensation L]
o &2 D % ®

( Rl JE A

Boucle e o

o | P \A
décondensée O iy AV x
->Zone / L St e s Q No. o~ Possibilité
exprimée NG . \ /) - =

. dintégration g

el ¢ . IR * -
Protc\e%/_ ‘./ @ - 0
ARN By \
~ ~—~®Trad. .0 ¢ 7O nacléoide C{

Boucle®~-
surenroulée

plasmide

Chromosome bactérien GRAM - GRAM +

Organisation des cellules bactériennes
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

I.Le noyau : stockage et expression de I'information génétique

= Etude des compartiments:

— comment les observer? — ultrastructure

— Comment les isoler?
= Compartiments - délimitation par une ou plusieurs membranes
= Nature des membranes

= Compartiments — fonctions!?

Citer des compartiments intra-

cellulaires, leur taille, leur
structure et leur fonction

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 20



Compartiment : volume délimite
par une membrane correspondant —
a un territoire cellulaire

Cytosol Organite : compartiment
intracellulaire délimité par
une ou des endomembranes

A une membrane A deux membranes
Appareil de Golgi Reticulums Noyau Organite semi-
Vacuole | | autonome
Lysosome REL REG
Peroxysome I I

Mitochondrie Chloroplaste

Figure 8 : un essai de classification des principaux compartiments cellulaires des cellules eucaryotes
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 2]



Rappels | Enseignement scientifique sur

la membrane plasmique

N
B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

Observation au MET

QuUT mb 2 [

Bande claire

Bande sombre

Les membranes de deux cellules adjacentes (MET)

* La membrane plasmique mesure en moy 7,5 nm d’épaisseur
(5-8 nm)
* Elle apparait tripartite au MET

Membrane d’un ovocyte de souris (MET)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 22



Rappels 1¢ Enseignement scientifique sur 7

la membrane plasmique

B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

La membrane plasmique b R
proSHATE otor
Structure SIS ﬁ ”
membrane .l = ¢=0
i @ by b
3
* La membrane plasmique est une ; o
bicouche lipidique associée a des § % ﬁ,;;mm
protéines A b
%, P R
%“ :3: o,
Extracellular oy o

layer n
Structure des lipides membranaires (vers)

_ Protein

W b &
W}M ooo) loss
Plasma membrane Cytoplasmic layer pid ;
Principe de la cryofracture molecule protein molecules lipid molecule protein molecule

Assemblage de lipides en bicouche lipidique (ers) -
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

La membrane plasmique

Propriétés
membrane

* Une membrane possede un cceur hydrophobe mais des surfaces
hydrophiles entourées d’'un environnement hydrophile

* La membrane est une surface fluide, capable de :
» fusionner avec d’autres membranes
» se scinder pour donner des vésicules

* La membrane est asymétrique

mec

Legende
Phosphatidylsérine, Phosphatidylcholine,
Sphingomyéline
Distribution asymétrique des lipides
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

[enemiismmion i
g ek by beegiys|

Preuve expérimentale de la fluidité
membranaire (abers)

pfotdn

antibodies (A ) to
mouse membrane
protein, labeled
with fluorescein (@)

Hydrophobic  proteins Phospholipid
a helix

Distribution asymétrique des glucides

. cours
membrane

MOUSE HUMAN
CELL CELL

ceu. FUSION °‘°‘°"‘

HETEROCARYON

time = 0 minutes

protein, labeled
»@ With rhodamine (@)

.
INCUBATION AT 37°C
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La membrane plasmique

. cours
»  membrane

* De par sa nature lipidique au sein d’un milieu

Fonctions

aqueux, la membrane est une barriéere

* Cependant grace aux protéines membranaires,
c’est aussi et surtout

» Une surface d’échanges

» Une structure apte a recevoir et a
transmettre 2 la cellule des messages
exogenes, herveux et ou hormonaux

» Une surface de contact intercellulaire et
d’adhésion

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

protein A

l_ tight
junction

apical plasma /

membrane

protein B
lateral plasma

membrane

basal plasma
membrane

basal lamina

Milieu extracell Une barriére et une zone de contact

@ L4
3
L
Transporter ¥
= (e v
sl Rl by
@A{ ﬁ&“— L T ' “:-j" ?’p\r :
] I nn:m:-
g A Q (]
Milieu intracell Fecoplor

Une zone d’échanges et de communication 2
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Cytosol et Hyaloplasme

Composition du hyaloplasme

Petites molécules :ions, gaz dissous (O,,CO,)

Molécules moyennes : oses, acides aminés, nucléotides, lipides
Macromolécules : protéines, polyholosides, acides nucléiques
Des structures granulaires : particules de glycogéne, globules
lipidiques, polyribosomes libres

Des structures fibrillaires : les protéines du cytosquelette

sous  MITOCHONDRIES

o

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

lon Cytosol Sang
K* 139 4
Na* 12 | 45
CI- 4 116
HCO;" 12 29
A. (protéines) 138 9
Mg2* 0,8 1,5
Ca% <0,0002 1,8

Composition ionique du cytosol des
Mammiféres en mM

Cellule musculaire eucaryote en
MET (www.gch.ulaval.ca)
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Cytosol et Hyaloplasme

Propriétés du hyaloplasme :

C’est le compartiment le plus
volumineux de la cellule : >50% du
volume cell.

Etant trés riche en protéines, il est
dense et visqueux : alternance
rapide entre une consistance « gel »
et une consistance « sol » (solution)

Le changement de viscosité entraine
des mouvements internes
(cyclose + déplacement le long du
cytosquelette)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

100 nm
Structure du hyaloplasme

Endoplasme (gel)

Ectoplasme (sol)

Cyclose dans
I'ovocyte de souris

https://rsscience.com/what-is-cytoplasmic-streaming/

Deux types de hyaloplasme
chez Famibe (MO)

27
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ORGANITES CYTOPLASMIQUES

Par ultracentrifugation différentielle

Objectif : séparer les différents constituants cellulaires pour pouvoir les

étudier isolément

Principe : I'échantillon (fluide) est soumis a des centrifugations
successives d’intensité croissante ou a une seule centrifugation sur
gradient de saccharose ou de CsCl

—> les constituants cellulaires sont progressivement séparés les uns des
autres en fonction de leur densité et de leur taille

Echantillon brut

Gradient de
saccharose
(densité)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Peeeeat

|’ |
o ©

Temps de centrifugation

Echantillon
fractionné

Centrifugation sur gradient

armored chamber
1
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MISE EN EVIDENCE DES DIFFERENTS

sedimenting material

l : /

|

<> |
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00 o @0 ce000ce soo esce
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PAR ALTA.CIENCIA

L’échantillon est soumis a un mouvement de rotation
trés rapide. Cela génére une force centrifuge qui va
faire décanter progressivement les constituants de

’échantillon, en fonction de leur densité et de leur

| 1

taille

bl e SN vocwum principe de la centrifugation (cen abers, ed 1999
.“OJ‘.Q ios ° 'r':'4° :"".n
6. @ ° o ° r—
;-. o;'_‘ ;'v © . st o._;_ .
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o 10008 10000 g 100000 ¢ 100 000 g
S | Homogénat Le culot Le culot Le culot Le culot
0o | tissulaire  contient contient contient contient
g - les noyaux - les mitochondries - les microsomes . Jes ribosomes
5 - les cytosquelettes ~ les lysosomes - les membranes . es macromolécules
73 - les peroxysomes  plasmiques
II . . . Ve .
wn Ultracentrifugation différentielle
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|.Le noyau : stockage et expression de I'information génétique

Enveloppe nucléaire

= Nucléole

~ Euchromatine

Hetérochromatine

Figure 9 : électronographie d’une cellule animale montrant 'hétérochromatine, leuchromatine et le nucléole

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 29
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|.Le noyau : stockage et expression de 'information génétique

KNoyau délimité par uh

double membrane:
I’enveloppe nucléaire

= Mise en évidence par
cryofracture et
cryodécapage

= Visualisation de pores
nucléaires
v @ ext: 150 nm
v @int: 45 nm

\_ /

Cytosol

enveloppe nucléaire
(face cytoplasmique)

vésicule

enveloppe nucléaire
(face nucléoplasmique)

pore nucléaire

Image obtenue au MEB d'une enveloppe nucléaire de cellules musculaires de rat. x 200 000

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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Noyau (MET puis cryofracture)

Electronographie MET — raisonner sur les zones denses
aux électrons

Zone dense aux électrons, circulaire — enveloppe =
double membrane

Zone centrale dense aux e- — nucléole

Zones éparses dense aux e- — hétérochromatine
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

£ ="
e B Lo W e,

Electronographie MEB — raisonner sur contrastes , les
reliefs

Présence de deux membranes accolées — enveloppe
Nbreuses structures creuses traversant I'enveloppe—
pores nucléaires constitués de complexes protéiques
Ombrage en haut a gauche— cryodécapage apres
cryofracture

31
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|.Le noyau : stockage et expression de I'information génétique

= Noyau = lieu de stockage et d’expression de
Pinformation génétique

=  ADN = support de I'lG associé a des protéines
structurales (histones) - degré de compaction +/-
grand

» Euchromatine (clair au MET), +
hétérochromatine (sombre au MET)

» Structure // fonction: degré de compaction lié
au degré d’expression

= Nucléoles = zones de synthése de certains ARN
ribosomiques.

= enveloppe nucléaire percée de nombreux pores
» sortie d’ARN issus de la transcription

» entrée de facteurs de transcription...

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

pores
nucléaires

complexe

enveloppe
nucléaire

lamina

chromatine
dense

e | protéines
i non-histones
i
chromatine fibrilles i nugléofiiament
diffuse d'ARN
ol . en cours
Modgile d’organisation d’un d'élongation

noyau Interphasique.
Les nucléofilaments formant les nucléoplasme
chromosomes sont déployés en

boucles au niveau de la

chromatine diffuse, reployés au

niveau de la chromatine dense.

Modéle du noyau interphasique

32
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MET et reconstitution assistée par ordinateur des complexes des pores
nucléaires :

(A) Et (B) pores nucléaires libérés par action de détergent,

(C) reconstitution des pores en 3D

CYTOSOL ®
()] O O
©.,0°
o
o ] B size of proteins size of proteins
(NUCLEUS S that enter nucleus that enter nucleus
by free diffusion by active transport

50 nm
Diffusion des protéines (ex: facteurs de transcription)
au travers des pores nucléaires
Petites protéines - diffusion simple —
Grosses protéines -> diffusion facilitée coanm

Source. Cell, Alberts, ed 1997, p. 1045
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|.Le noyau : stockage et expression de I’information génétique

La lamina est un treillis de filaments de lamines, protéines du
cytosquelette (filament intermédiaire).

CYTOSOL

enveloppe nucléaire

Iamir)a_
nucléaire

chromatine

LES LAMINES SONT DES PROTEINES , Une envelope tapissée de lamina interne
STRUCTURALES (FILAMENTS INTERMEDIAIRES)
FORMANT LA LAMINA

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 34



B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES
l.Le noyau : stockage et expression de I'information génétique x

YT AT, TR,
N 3 : ]
t ¥ =

I3

MISE EN EVIDENCE D’UN FLUX DE MATIERE A TRAVERS LES PORES
NUCLEAIRES

Import de protéines par les pores nucléaires, par marquage de
protéines marquées a I’or, de diametre supérieur au pore nucléaire
« fermé » (9 nm)

=> Les pores nucléaires ont été agrandis pour permettre le passage de ces
protéines

Source: Cell, Alberts, ed 1994; p. 1046

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 35
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|.Le noyau : stockage et expression de I’information génétique

L’ENVELOPPE NUCLEAIRE EVOLUE AU COURS D’UN CYCLE CELLULAIRE (INTERPHASE,
MITOSE)

nuclear pore

inner nuclear membrane "
outer nuclear mombtono:l nuclees ad

. 14 . . .
ik et IE)ecomposmon (let.reformatlon de
OF LAMINS I’enveloppe nucléaire au cours de la

FUSION OF ENVELOPED
CHROMOSOMES

mitose
BTE 3 S nuclear envelope
vesicle A °
P = Role de la phosphorylation des
@ / (g ‘1 lamines nucléaires dans la
LATE J % chromosome désagrégation de I'enveloppe
movw\se L &reg PP
g’) nucléaire
dw phosphorylated
lamins , . .
= Deéphosphorylation des lamines
/ lors de la reformation de
I’enveloppe
FUSION OF NUCLEAR
DEPHOSPHORYLATION
ENVELOPE VESICLES OF LAMINS
Source: Cell, Alberts, ed 1994; p. 1048
EARLY TELOPHASE

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 36
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hétérochromatine

euchromatine

ARNmM
Pore nucléaire

nucléole ARN polymérase

enveloppe
nucléaire

Importation de
protéines (histones,
facteurs de
transcription,
protéines de la
transcription ...)

euchromatine .
lamines

euchromatine

nucléole

hétérochromatine

organisation fonctionnelle du noyau interphasique
ENCPB - S. DALAINE
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

2.Le réseau endomembranaire : renouvellement des constituants cellulaires et interactions avec le
rough ER smooth ER

milieu extracellulaire
2.1.Les réticulums endoplasmiques
¢ Réticulum endoplasmique (RE) : réseaux de feuillets aplatis,

sacs et tunnels membranaires s’étendant partout dans le
cytoplasme des cellules eucaryotes.

® On en distingue 2 types : Le RE,
> Le RE granuleux (REG) ou rugueux (RER), recouvert de un réseau
ribosomes anastomosé

> Le RE lisse (REL), sans ribosomes

ga3

- REG
Les deux types de RE d’une cellule de mammifére (MET) aiberts, ed 1994, p.49) Les deux types de RE (MET) -

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

2. Le réseau endomembranaire : renouvellement des
constituants cellulaires et interactions avec le milieu
extracellulaire

2.1.Les réticulums endoplasmiques

“ REG :saccules aplatis empilés et interconnectés
qui délimitent un espace de 20-30 nm de haut.

“ Mb du REG en continuité avec mb externe de
I’enveloppe nucléaire.

“ Recouvert de ribosomes.

—> spécialisé dans la synthése (traduction) et le transport de protéines
membranaires ou sécrétées. 3

02pm

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE  Association des ribosomes et du RE (MET)

‘ k-“
o tsmm
EAFYEE |
CO”thlté entre REG et nuclearpomi\\ /

enveloppe nucléaire

ribosome/
translocon

INM
protein

membrane ——

lumen
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I .
r (] [ [ ] 4|
2. Le réseau endomembranaire : renouvellement des constituants cellulaires et
interactions avec le milieu extracellulaire

2.1.Les réticulums endoplasmiques
R :

TEM de I'opéron du géne de structure d'E. coli

https://www.sciencephoto.com/media/864649/view/rough-endoplasmic-reticulum-and-
ribosomes-tem https:/lwww.sciencephoto.com/medial4 157 68/view

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 41
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¥ _________________________§

2.Le réseau endomembranaire : renouvellement des constituants cellulaires et interactions avec le

(] [ ] [ ] 42
milieu extracellulaire
Chaque bacter

2.1. Les réticulums endoplasmiques contient environ 30 000
Phénylalanine ribosomes et, dans les
e bactéries en pleine
H,N-C—C-0 croissance, ceux-ci
A) I < B)

CH, représentent pres du
quart du poids sec de la

._bactérie.
\

Ribosome

Chaine polypeptidique

ARN messager

Ue " Codon

SIM
ARN messager <

Le ribosome, téte de lecture, acteur de la traduction est composé d’acides ribonucléiques

Pas un organite !
Deux sous-unités

Protéines + ARN(r)

Lieu de la traduction protéique
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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2. Le réseau endomembranaire : renouvellement des constituants cellulaires et interactions avec le
milieu extracellulaire

2.1.Les réticulums endoplasmiques Pas un organite !

Deux sous-unités
Acide aminé

Protéines + ARN(r)
Lieu de la traduction protéique

N2

Protéine en cours de synthese

Liaison peptidique

Grande sous-unité
(acide ribonucléique)

ARNt

Sens de la traduction

ARNmM S

Petite sous-unité
(acide ribonucléique)

Le ribosome, téte de lecture, acteur de la traduction est composé d’acides ribonucléiques

43
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e Organisation d'un tube séminifére
2. Le réseau endomembranaire : renouvellement des
. . . . ope spermatides - e o - 4
constituants cellulaires et interactions avec le milieu -\H ._.% o~ »‘a@ D4 parol des tubes

extracellulaire

2.1.Les réticulums endoplasmiques

= REL : tubules connectés au REG de 30-60 nm
de diametre

» REL spécialisé dans la syntheése et le
transport de lipides (phospholipides
membranaires, hormones stéroidiennes)
> Prélévement de substrats présents dans le cytosol
(acétyl-CoA, glycérol phosphate)
» Enzymes de synthése transmembranaires

= Lipides ensuite transportés :
> Via des vésicules - vers mb plasmique, Golgi, lysosome,
noyau
» Via des protéines d’échange spécifiques - vers mb
mitochondrie, chloroplaste, peroxysome)

BCRST | ENCPE - S DALAINE REL abondant dans une cellule de Leydig du testicule, sécrétrice de testostérone

44
(MET) (cell, atberts, ed 1994, pas)
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2.Le réseau endomembranaire : renouvellement des constituants ceIIuIalres et
o B T,
interactions avec le milieu extracellulalre ?‘L % i y

2.2.L’appareil de Golgi

“ Appareil de Golgi : systéme composé
d’un ensemble de dictyosomes (=
saccules en forme de disques aplatis et
courbés) superposés

face cis-Golgi — orientée vers

REG ols
> face trans-Golgi — orientée vers ' - : FAILCE
vésicules Apparell de Golgl (MET) os Golgi vesicle
cis
, T Golgi
“ Appareil de Golgi impliqué dans la network
maturation et ’adressage des (CGN)
protéines membranaires, transportées cis cisterna
vers d’autres organites ou sécrétées medial cisterna
trans cisterna
trans

Bourgeonnement de vésicules nées du REG, libérées de leur ~ Golgi

ribosome, transférées vers I'appareil de Golgi (MET) (cel, bers, ~ NEtwork
ed 1994, p. 50) {TGN)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE




Noyau —|

Ribosome 7
REG =>

synthese
protéique

Lumiere du

REG

. . Dictyosome
Appareil de Golgi 1 Face Cis | FaceTrans

=~ maturation

Vésicule de sécrétion

=

Protéine membranaire

i —~ Protéine secrétée  Exocytose

Lipide membranaire

i

o \ ;’){T! |7,5nm
’ Q
—®_ 7

' e Endocytose
Trafic vésiculaire prograde

Membrane
bicouche lipidique)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

REL => synthése des lipides Lysosome => dégradation et recyclage

membranaires 46
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3.Les lysosomes

= Lysosomes : vésicules entourées d’'une membrane simple, de
morphologies variées et mesurant 0,2-0,5 pm de diametre

* Lysosomes = pH acide (4-5) contenant des enzymes
hydrolytiques :

» hydrolases acides (produites par le REG) : lipases, peptidases,
nucléases, glycosidases, phosphatases, sulfatases

» Mise en évidence des lysosomes : détection cytochimique de la
phosphatase acide (cf. ci-contre)

* Membrane des lysosomes contient des protéines essentielles a la
fonction des lysosomes
» perméases = import de biomolécules
» pompes a H* 2> pH = 4-5
» canaux a CI

Lysosomes dans I'épithélium de I'épididyme (MET)

https:/lwww.sciencephoto.com/media/997 | 22 Iview/lysosomes-in-epididymal-epithelium-tem

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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3 types de lysosomes :

v" Endolysosomes : fusion d’'un endosome avec un
Fonctions : lysosome o
v" Autophagolysosome : autophagie des organites agés
v" Phagolysosomes dans les cellules phagocytaires

3. Les lysosomes

* Les enzymes hydrolytiques réalisent les digestions
intracellulaires : {§} NB : pas de lysosome chez les végétaux (vacuole fait office de

> destruction et recyclage de molécules (déchets) / 1oF poubelle)

» Autophagie (organites)

* Le pH acide du lysosome permet aux enzymes
hydrolytiques de fonctionner

-> lysosome = petit organite mais essentiel a la vie
cellulaire, pour assurer le turnover des organites et
la dégradation des déchets

Cf animation : lysosome dégradant une vieille mitochondrie et lysosome dégradant une bactérie

http://monde.ccdmd.qgc.ca/ressource/?id=51576&demande=desc#

Dessin du processus normal de phagocytose. Les lysosomes (en vert, 2)

BEPST - ENCPE -5 DALAINE fusionnent avec un phagosome (1) pour former un phagolysosome (3). 48
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

%3 B

4. Les peroxysomes

Peroxysomes : vésicules entourées d’une
membrane simple, mesurant 0,2-0,5 ym de diametre

lls renferment des enzymes oxydatives qui
produisent et décomposent le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,).
» Mise en évidence des peroxysomes par marquage
cytochimique de la catalase

lysosomes peroxisomes

P = peroxysome, M=mitochondrie, N=noyau, St=amyloplaste

Mise en évidence du péroxysome par localisation cytochimique de l'uricase
chez Vigna unguiculata (Fabacées) (MET)

Peroxysome et lysosomes deux organites qui se
ressemblent (MET).

lIs sont distinguables par fractionnement cellulaire
49
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4. Les peroxysomes

Fonctions :

= détoxification (notamment dans le foie, Cytoplasme

les cellules rénales)
» 50% de l'alcool ingéré est éliminé au niveau du

Peroxysome
Ac. Gras Ethanol

foie griace aux peroxysomes donnant de Ac.Aminés CH,;-CH,-OH
Pacétaldéhyde Ac. organiques \
'
= role dans le catabolisme (5-oxydation) o, OXYDASES — H,0, — CATALASE H,O
des acides gras N “

Produits Acetyl-CoA

Les oxydases produisent H,O, = nocif pour la cellule
Si excés d’'H,0, la catalase le transforme en eau :2 H,O, < 2H,0 + O,

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 50



B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIM
5.Les vacuoles p o A \ =

ENTEES

s

= A
vacuoles : organites de taille variable
contenu souvent assez dilué

cellules végétales, mais également chez
certaines cellules animales, fongiques ou
chez certains unicellulaires

fonctions tres variées :
» Stockage des photosynthétats de type
saccharose Cf turgescence et
» stockage de déchets, plasmolyse des cellules de

> i . garde du stomate SV-A-2
stockage de pigments, " a

¥

» stockage d'eau  (plasmolyse et
turgescence)

» dégradation de certains composés
chimiques,

» maintien de ['équilibre hydrique des

cellules électronographie d’une cellule végétale a légender, indiquer une échelle

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 51
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5. Les vacuoles

Cellules de I'épiderme de l'oignon rouge dans un milieu  Cellules de I'épiderme de Il'oignon rouge dans un milieu
hypotonique (— entrée d’eau dans la vacuole) hypertonique, concentré en saccharose (— sortie d’eau
observée au MO de la vacuole, de la cellule) observée au MO

=> TURGESCENCE => PLASMOLYSE

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 52
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6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme

oxydatif

. {ch
Structure: &

» Double membrane

Créte

Espace intermembranaire

Matrice

Granules denses aux e- (riches en Ca?* cf réle de séquestration de ce
2" messager)

YV V V V

Localisation
> Prés de REG => role dans la division des mitochondries
~ taille des bactéries (qqs pm)

Organites a double membrane - héritage probable d’'une
endosymbiose primaire ( bactérie au métabolisme oxydatif du genre
proche des Rickettsies, -2 Ga).

Quantité variable selon le type cellulaire étudiée et son métabolisme
associé (oxydation vs fermentation)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE




B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif

centrales énergétiques : oxydation totale (via 'entrée d’O,) des molécules
organiques apportées par I'alimentation (pyruvate).

Organite parcouru par flux de matiére

>

>
>
>

entrée de pyruvate (produit par oxydation du glucose via la glycolyse)

Entrée d’O,, d’ADP, Pi, coenzymes réduites, de Ca?* m

sortie d’ATP,de CO,, d’H,0O et de coenzymes oxydées, de Ca?*

matrice mitochondriale: oxydation des molécules organiques au sein
du cycle de Krebs, > (NADH, H*, FADH,, appelées coenzymes redox).

membrane interne = crétes mitochondriales: complexes a fonction
oxydo-réductrice transferent les électrons des coenzymes vers le
dioxygene :- réduction de dioxygene en eau.

— Translocation de H+ de la matrice vers I’espace
intermembranaire

— gradient de protons

— Synthése d’ATP au sein de ATPsynthase Electronographie d’une mitochondrie révélant les crétes
(digitations) et la double membrane.
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif

= Mitochondrie, organite semi-autonome

> ADN
- propre FISSION

» ribosomes mitochondriaux o

‘ S _ o o ADN mitochondrial

» Multiplication de I'organite par division binaire ;

e
) -
-— -—
-

FUSION

] Fission et fusion mitochondriales
Bactérie (Porphyromonas gingivalis)

en cours de division (MET)
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

56

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif

Matrix. The matrix contains a highly concentrated mixture of -
hundreds of enzymes, including those required for the oxidation
of pyruvate and fatty acids and for the citric acid cycle. The
matrix also contains several identical copies of the mitochondrial
DNA genome, special mitochondrial ribosomes, tRNAs, and
various enzymes required for expression of the mitochondrial
genes.

Inner membrane. The inner membrane is folded into
numerous cristae, which greatly increases its total surface area, It
contains proteins with three types of functions: (1) those that
carry out the oxidation reactions of the respiratory chain, (2) an
enzyme complex called ATP synthase that makes ATP in the
matrix, and (3 specific transport proteins that regulate the
passage of metabolites into and oul of the matrix. Since an
electrochemical gradient thar drives the ATP synthase is
: J established across this membrane by the respiratory chain, it is

Ay i important that the membrane be impermeable 1o most small

)

1ans,
,ﬂ_ﬁ{‘ Outer membrane. Because it contains a large channel-forming

protein (called porin), the outer membrane is permeable to all
malecules of 5000 daltons or less. Other proteins in this

h d 3 d’ h , h . MET membrane include enzymes involved in mitochondrial lipid Membrane externe
[ me: synthesis and enzymes that convert lipid substrates into forms 2
Une mitochondrie un epatocyte umain au that are subsequently metabolized in the n:‘aln;,d s # Membrane interne
. ., H o o Atae . Intermembrane space. This space contains several T g .
membrane eXterne, mi membrane ’nterne; C Crete) m. that use the ATP passing n:u ofﬁ Tv?:tri; to nI:;'s,ZlfJ:!\:‘;':q‘::q Espace intermembranaire

matrice. X 150 000

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Matrice

' 1;;(]“‘?(;; LA

(ST

18 couglage Uiansientd'e- exargonique avac ransiocation /
dop ol /
2nd couplage: flux protonique seion gradient oxerganique /
avec synthese TATP endergonique 7
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES !

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif

Cellules de foie de lapin

Cellules d'hémolymphe de tique, infectées par (x 1000, objectif a immersion ; zoom
Rickettsia rickettsii. (Gram -) (coloration Gram) numérique x 2, coloration par le bleu de
méthyléne).

Riches en mitochondries
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif &

ENCART SUR LA THEORIE ENDOSYMBIOTIQUE
= Mitochondries et chloroplastes présentent des similitudes avec certains procaryotes

Mitochondrie
a Protéobactérie Membrane externe Espace
\ intermembranaire

Membrane externe

Structures comparées d’une
a-protéobactérie et d’une

Paroi

Membrane plasmique

mitochondrie Gyioesl .
G Mito-ribosome
. . énome
Génome bactérien Ribosomes 70S : :
(nucléoide) mitochondrial L Matrice mitochondriale
Cyanobactérie Chloroplaste

Espace intermembranaire  Membrane externe

Membrane externe

Gangue mucilagineuse —\ Membrane interne

Comparaison de

Paroi
, ..
/ organ/salt/fyn des Membrane
Cyanobactéries et du plasmique
chloroplaste Cytosol Plasmo-ribosome DT —
: i Thylakoid
Ribosomes 70S Génome bactérien ylakoide du chloroplaste

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE Thylakoide (nucléoide) Stroma du chloroplaste 58



B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif
ENCART SUR LA THEORIE ENDOSYMBIOTIQUE

= Mitochondries et chloroplastes peuvent se diviser de fagon autonome (fission) par rapport a la cellule.
Rem :les mitochondries peuvent aussi fusionner (fusion)

" Le mécanisme de fission ressemble sur le principe a celui de la division bactérienne

FISSION

ADN mitochondrial

|
|

FUSION

it e ey
Bactérie (Porphyromonas gingivalis)
BCPST | - ENCPE - 5. pRMAgours de division (MET)

Fission et fusion mitochondriales

Mithondieencours de ﬁssion ans
une cellule hépatique (MET) 59



B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif

ENCART SUR LA THEORIE ENDOSYMBIOTIQUE

* Mitochondries et chloroplastes proviendraient d’épisodes de

Symbiose : n f.interaction entre 2
especes avec bénéfices réciproques

phagocytose d’'une eubactérie par une cellule eucaryote.
= Evolution en symbiose = Théorie endosymbiotique

anaerobic cell derived
from an archaeon

/ir\ﬁﬂz‘éi“
-
]
L_,,f \awﬁ{@/
Sl pama

aerobic bacterium
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AN )
[ ] L/@ )

loss of meambrane
derived from
archaeal cell

.’% [ internal

early

early aerchic eukaryotic cell

eukaryotic cell

/E‘_,\ :
AN i D) /i f'x
% &@ a'l |
/
@ @

membranes \

mitochondria with
double membranes

) 2

Cellule eucaryote
hétérotrophe
moderne

photosynthetic
bacterium

Théorie endosymbiotique (in Alberts)

@, \

eukaryotic cell
capable of
photosynthesis

@@/ w‘é@'

chioroplasts

2

Cellule eucaryote
autotrophe
moderne
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6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au coeur du catabolisme oxydatif

O ADN circulaire

o Plasmide

Ribosome

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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» Figure 6.7. La mitochondrie et le chloroplaste, des organites semi-autonomes présentant une place centrale
dans le métabolisme énergétique de la cellule.

(in Vuibert)
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-
NADH,H+ NAD+
0 no

|

I

I =y

yclede\ | <t AT
-2\ calvin ) 1 aApP.
2 @ 7 ATP
0y, '\gl cose : -
I

>

photosynthétats

CO,,
glucose

pyruvate

Oy,
1,0

énergie cellulaire
= ATP
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B.LES CELLULES EUCARYOTES : DES CELLULES COMPARTIMENTEES
'
1. Les chloroplastes : organites semi-autonomes a fonction photosynthétique chez les cellules
chlorophylliennes
= chloroplastes issus d’un processus d’endosymbiose d’une bactérie proche des cyanobactéries actuelles
= deux membranes (cf clade de la Lignée verte)
= contiennent et expriment leur propre ADN
= se divisent indépendamment des cellules dans lesquelles ils se trouvent
= Chloroplastes = organites spécialisés dans la photosynthése :
v au sein des thylakoides, ensemble de saccules parfois empilés en grana

v pigments comme la chlorophylle absorbent la lumiére et convertissent ’énergie lumineuse en
énergie chimique

v énergie chimique, sous forme d’ATP et de coenzymes réduits (NADPH, H*)

v ATP et coenzymes réduits (NADPH, H*) = énergie chimique réinvestie dans cycle de Calvin — produit
final = phosphoglycéraldéhyde (G3P) = triose-phosphate

v Stockage du G3P sous forme d’amidon. Lamidon ensuite hydrolysé — glucose — catabolisme — ATP

0,5um

= Cln: chloroplaste produit MO soit stockée, soit exportée hors de la cellule, soit utilisée pour produire
d’autres molécules (ex : cellulose), soit catabolisée pour fournir de I'énergie a la cellule.

= Certains chloroplastes perdent leur fonction photosynthétique et accumulent des pigments rouges ou jaunes
(chromoplastes des fruits ou des pétales), des protéines impliquées dans la photoperception (stigma des
euglénes), ou stockent des molécules organiques de nature glucidique (amyloplastes des fruits ou des organes

de réserve).
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1. Les chloroplastes : organites semi-autonomes a fonction photosynthétique chez les é/

cellules chlorophylliennes
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0,5 um

0,5pum 0,1 pum

I
I
o O | 80 L
h.v I
o 1 &
I CO,,
1
h.v : glucose
[
: pyruvate

H,0

énergie cellulaire
= ATP

photosynthétats
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BCPST I -

0, H0

SR 7/

= TRADUCTION, Glacose— pywvate o

Traduction Ca |*W

Noyau

—_—
Erveloppe nudéaire ——

Pore nudéalre -
Intermembranaire

Nucléoplasme I~
= STOCKAGE
ET EXPRESSION
DE LINFORMATION
GENETIQUE

» Figure 6.8. L'organisation générale de la cellule eucaryote végétale et les coopérations
entre compartiments intracellulaires. (in Vuibert)
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C.CONSEQUENCES DE LA COMPARTIMENTATION CELLULAIRE
MISE EN EVIDENCE DE LA COMPARTIMENTATION CELLULAIRE (RAPPEL) > Fractionnement cellulaire

» Observation au MO, MEB, MET ﬁ

' Coated,budy {1+

“Central *
domain | *

BCPST | - ENM' M

Microsomes obtenus par fractionnement cellulaire 68



C.CONSEQUENCES DE LA COMPARTIMENTATION CELLULAIRE

Substrates

ANALYSE DE LA COMPARTIMENTATION DANS LE SYSTEME EUCARYOTE l (

Avantages et inconvénients

Active site
el

* L’optimisation des processus enzymatiques
» Compartiments avec conditions physico-chimiques différentes
» Rapprochement enzyme/substrat dans espace restreint > 1 vitesse
» Spécialisation enzymatique des compartiments = 1 efficacité

. Réaction enzymatique
* La protection

» Protection du génome : noyau
» Protection de la cellule vis-a-vis de molécules dangereuses (O,, ROS,
enzymes protéolytiques) : vésicules, lysosomes, peroxysomes

* L’optimisation de I’adressage
» Transport par vésicules et adressage > optimisation et controles (mais

colts énergétiques) ® ® ®

> Maturation et adressage des protéines via voie endomembranaire = ® ®
diversification des devenirs (mais ralentissement de la synthese) l ®
nner

Microtubule

* La mise en place de gradients de concentration ionique :
source d’énergie
»  Gradients de H* & Synthése d’ATP ; transports transmembranaires ATP Transport vésiculaire

| imembrane

actifs secondaires Synthase
>  Gradients de Na*, K*, Ca?* = role dans la communication % ﬁ
ADP @ ATP
+P, Synthése d’ATP
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C.CONSEQUENCES DE LA COMPARTIMENTATION CELLULAIRE

ANALYSE DE LA COMPARTIMENTATION DANS LE SYSTEME EUCARYOTE

Coopération

= Coopération entre certains compartiments pour de nombreux processus
~

» Cas de la synthése protéique (noyau — RE — Golgi)
> Cas de la phagocytose (lysosome — phagosome)

Cas des protéines mitochondriales (mitochondrie — noyau)

Compartiments et synthése protéique

Compartiments et phagocytose

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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C.CONSEQUENCES DE LA COMPARTIMENTATION CELLULAIRE

Isolés par une membrane ou une enveloppe

La microscopie électronique a transmission distingue compartiments a enveloppe Echangeant de maniére contrélée

(mitochondrie, chloroplaste, noyau) ou délimités par une simple membrane. La bicouche lipidique est une barriére imperméable 4 la plupart des
I€57 enveloppe nucléaire solutés. La présence de protéines ou de pores est indispensable.
(2 membranes)
b ay?

bicouche lipidique U _0
.p”vg"‘mﬂ P ol (0,0,

hydrophobes hormone stéroidi .
petites é (H0,...)
‘D polaires non chargées
444444 grosses molécules
p polaires non chargées
(glucose, saccharose, ... )

ions, molécules chargées
- poosem m 2 (Na*, acide aminé, ...)

@ Des compartiments aux fonctions spécifiques ( compartiments de synthése )

(0 NOYAU (synthése ADN + ARN)

@ CYTOSOL (synthése de protéines, de glucides +
réles multiples)

(3 REG (synthése de protéines)

@) REL (synthése des lipides +
citerne a Ca*")

Des organites spécialisés dans quelques fonctions

Les compartiments peuvent protéger (ADN dans le noyau), isoler (enzymes lyso-
somiales), stocker (Ca™, saccharose).

Le type dorganites et leur quantité informent sur la spécialisation [
A cellulaire. Une cellule speécialisée dans la synthese de protéines sé-
crétées a un grand nucléole et une grande richesse en REG, appareil

. Vo : . GOLGI (synthese de glucides + maturation
de Golgi, vésicules de sécrétions, mitochondries, ... ® (s g

des protéines)

Un cytosol, siege de nombreux processus cellulaires .
@ [compartiments de dégradation j

Abritant de nombreuses voies métaboliques, il est a la fois un compartiment de
synthese et de recyclage. Chez la plupart des cellules procaryotes, clest le seul
compartiment.

Conséquence de leur compartimentation, la taille des cellules euca-
A ryotes est supérieure a celle des cellules procaryotes.

® LYSOSOME
@ PEROXYSOME

®

(compartiments énergetiq ues)
MITOCHONDRIES

(source Aurélie Denis)
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C.CONSEQUENCES DE LA COMPARTIMENTATION CELLULAIRE: EXEMPLE

DES ENZYMES

Certaines enzymes sont confinées dans tel ou
tel compartiment subcellulaire (cytosol, noyau,
mitochondrie, REG...) ou dans une membrane.

Cette distribution subcellulaire des enzymes est
controlée par des signaux d’adressage.

L'action de ces enzymes est donc controlée et
limitée spatialement.

Chaque compartiment endomembranaire possede
ainsi ses propres enzymes et ne peut donc réaliser
que certains types de réactions biochimiques =
spécialisation fonctionnelle

v" Ex :Le noyau comporte les enzymes de la
réplication et de la transcription.

v" Ex :La mitochondrie contient, entre autres, les
enzymes du catabolisme oxydatif aérobie.

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

. EXO-
lipases, amylases, ribonucléases
zZymogéne précurseurs de protéases ] ENZYMES

) lipases, amylases, ribonucléases i
vésicule précurseurs de protéases
\* plasmalemme phospholipase C, adénylyl—cycla‘se
péroxysome oxydases, catalase
| hydrolases: glucidases, lipases,
. & I ysSOsOme  protéases, nucléases, phosphatases
o enzymes de la glycolyse, enzymes de
cytosol la voie des pentoses-phosphates
® matrice : pyruvate déshydrogénase, enzymes
. i du cycle de Krebs, enzymes de la
mitochondrie B-oxydation des acides gras
= crétes: oxydo-réductases, ATP synthase
@ O ?‘\ ENDO-
O R S - dictyosome enzymes de glycosylation ENZYMES
< > O , ARN-polymérases, (ADN-polymérases),
o R O noyau enzymes de maturation des ARN dont
Q \ ribozymes,enzymes de réparation de I'ADN
reticulum
; enzymes de la synthése des
f \ ﬁggg plasmique lipides membranaires
, \ polysome enzymes de la protéosynthése
\ & (ribozymes)
eticulum enzymes de la protéosynthése
endoplasmique ribozymes), enzymes de
granuleux glycosylation x

Répartition des principales enzymes de la CAP
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C.CONSEQUENCES DE LA COMPARTIMENTATION CELLULAIRE:

W Des réactions qui dependent de la nature des enzymes presentes
Des reactions accélérées par la haute concentration en enzymes et les conditions physico-chimiques du compartiment |]_'J;,-_.‘r

¢ Peroxysome : compartiment d'oxydation (détoxication et
dégradation de substances) avec peroxydases et oxydases si
abondantes quéelles peuvent précipiter en un cristal protéique.

¢ Lysosome : compartiment d'hydrolyse contenant plusieurs _ Sansport et primalre
types d'hydrolases (lipases, nucléases, protéases) actives a pH "”g:’:;ﬁ’;’i“g;“ f_ﬁmw i
acide (sauvegarde des constituants cellulaires). S ATP;IP

e + résidus activé
aine po ypepr:c—if{e_pgrfame - ARNt chargé

Des compartiments séparés permettant des réactions

antagonistes !
Le cytosol abrite la traduction qui procéde d'une condensation transport actif secondaire
d’acides aminés pouvant provenir du lysosome, siege de la réac- pH =7
tion antagoniste. LYSOSOME CYTOSOL
Des protéines de transport assurent des échanges de diffé- deg;z fﬁ::: rfr::; :'é]:‘::;'m (source Awﬂzbe:s;d:g:o iﬁgﬁt’-ﬁ:ﬁ:mﬂ
A rents types et permettent le recyclage. (exemple des protéines) (exemple des protéines)
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SV-C La cellule dans son environnement
[

SV-C-2 Organisation fonctionnelle de la cellule

PLAN DU COURS

I. Les cellules : des unités autonomes plus ou moins compartimentées
délimitées par une membrane plasmique

A. Les cellules procaryotes : des cellules peu ou pas compartimentées
délimitées par une ou deux membranes

I. Organisation d’une cellule procaryote : exemple des bactéries

2. Une compartimentation possible associée a une régionalisation du fonctionnement
cellulaire

B. Les cellules eucaryotes : des cellules compartimentées

-

Le noyau : stockage et expression de linformation génétique

2. Le réseau endomembranaire : renouvellement des constituants cellulaires et
interactions avec le milieu extracellulaire

3. Les lysosomes

4. Les peroxysomes

5. Les vacuoles

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif

7. Les chloroplastes : organites semi-autonomes a fonction photosynthétique chez les
cellules chlorophylliennes

C. Conséquences de la compartimentation cellulaire

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Il. Le cytosquelette : armature protéique de la cellule impliquée
dans sa structure et sa dynamique

A. Les éléments du cytosquelette chez les cellules eucaryotes

|.  Les microfilaments d’actine

2. Les filaments intermédiaires

3. Les microtubules

4. Limportance du cytosquelette dans la migration des cellules animales

B. Des protéines homologues au cytosquelette eucaryote chez
les bactéries

Il. Les cellules : des systémes thermodynamiques ouverts
traversés par des flux

A. Des flux de matiére
B. Des flux d’information

C.Des flux d’énergie
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II.LLE CYTOSQUELETTE :ARMATURE PROTEIQUE DE LA CELLULE IMPLIQUEE DANS

SA STRUCTURE ET SA DYNAMIQUE
A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

N

Cellule en culture fixée et
colorée au bleu de Coomassie,
un colorant des protéines.
Noter la variété des structures
filamenteuses a travers la
totalité du cytoplasme.

.

10 um
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II.LE CYTOSQUELETTE :ARMATURE PROTEIQUE DE LA CELLULE IMPLIQUEE DANS SA

STRUCTURE ET SA DYNAMIQUE
Hyaloplasme® : n.m. (hyalos- : cristal, -plasme :
INTDCTI o S transparent) ensemble formé par le cytosol et les

protéines fibrillaires du cytosquelette

Ak ol
&NM«Y}'M‘”‘:—
J nn o’ﬁh *3 ;U

12 nm
Cytosquelette d’une cellule épithélial humaine (MET, x3 000)
. Filaments Intermédiaires
* Le cytoplasme des cellules est parcouru de protéines
fibreuses, insolubles, appelées filaments
= |l confere au cytoplasme sa structure de gel
25 nm

= On distingue 3 types de filaments selon leur taille

BCPST | - ENCPB - 5. DALAINE Alberts, ed 1994, 21463 Microtubules 76
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II.LE CYTOSQUELETTE :ARMATURE PROTEIQUE DE LA CELLULE IMPLIQUEE DANS SA

STRUCTURE ET SA DYNAMIQUE 8 nm
A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES e AT TR

CELLULES EUCARYOTES

Deéformation

12 nm

Filaments
intermédiaires

Microtubules
®

. Filar{ients

Intermédiaires
25 nm

Mr‘crqﬁlaments
d'actine Force/contrainte

Alberts, ed 1994, p.1463

b .
: 3 . » , , Microtubules
Mesure relative de la déformation des 3 éléments du cytosquelette en fonction de la force de traction
exercée (Le carré indique le point de rupture. La pointe de fléche I'absence de rupture a ce stade)

|. Comparer la résistance a I'étirement des éléments du cytosquelette.
2. Proposer une explication a cette différence de résistance, a partir de |'observation de la structure moléculaire

de ces protéines.

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE




@\ ¥ @

Extrémite + T

A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES”’: @t E{&

I. Les microfilaments (d’actine)

Structure et localisation

R
¢ Diameétre : 7-8 nm e
[-/ :E ﬂ pas de
= . 36 nm
[ J . \
Structure : — g U &
nm o

> Lactine G (globulaire) associée a PATP
polymérise sous forme d’actine F (fibreuse)
2 polymeres d’actine enroulés
polarisée : extrémité pointue (-) et barbée (+)

> flexible (11T [T
> dynamique a | o .
Y @ - ) f
) Microvilli / ‘\Adhesion bel’: Ce[l;;:ej(/
. . m A
® Localisation : YU, Wi,

> dispersées dans la cellule @ @ \\//

concentrées sous la membrane
plasmique

> Ancrage a la membrane (jonction \\ l //
adhérente, contacts focaux)

Filopodia Lamellapodium Cell cortex

Cttlg

Stress fiber:
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A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

I. Les microfilaments (d’actine) Nucléation Elongation (phase Etat stable

R (phase de latence) de croissance) (phase d’équilibre)
Dynamique 110

en monomeres

“ Les filaments d’actine (actine F) se polymérisent et se
a |'état stable = C,

dépolymérisent spontanément en fonction de la [Actine
G-ATP]

Concentration . 1
.

”_ W
@ Filament d‘actine @
avec des sous-unités
entrant et sortant

(4

“ Nécessité d’'un centre de nucléation pour démarrer la i o
™ ilament d’'actine
o/’ m ¥ @ en croissance

polymérisation = cf. protéines associées aux
microfilaments

Sous-unités

d’actine

o0

O O s @ Oligomeéres

“ Polymérisation plus rapide a Pextrémité (+)
Polymérisation et
“ La dépolymérisation est favorisée par I'hydrolyse de I’ATP état stationnaire

Pourcentage de sous-unités d’actine en filaments

. . ) . _ (A) Temps aprés I'addition de se| ——
“  Pour une certaine [Actine G] - état stationnaire = effet

tapis roulant

- Les microfilaments sont des structures trés
dynamiques qui se renouvellent rapidement

actin Effet « tapis roulant »




A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

°
Dyn a m I q u e https:/lwww.youtube.com/watch?v=VVgXDW_804U




A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

I. Les microfilaments (d’actine)

Les protéines associées aux microfilaments

- Diverses protéines s’associent aux

microfilaments et controlent leur dynamique :

> protéines de piégeage

Ex : profiline ‘

» protéines de stabilisation ‘

Ex : tropomyosine

» protéines de fragmentation

Ex : gelsoline

» protéines de réticulation

Ex : filamine

»  protéines d’ancrage

Ex : spectrine

» des protéines de pontage (MF paralléles 2
faisceau)

Ex :alpha-actinine.

» des protéines assurant les déplacements :

Ex :les myosines

- Cf. cell muscul striée

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

L]

. , LN

mplexe ARP

permet la nucléation pour I assemblage permet la nucléation

et reste associée a |'extrémité plus pour I'assemblage et la formation
en croissance d’un réseau et reste associé
a I'extramité moins
wasial : N B

se lie aux sous-unités, .' . & a a se |IE aux sous- unltes,
\

empéche I'assemblage accélére |'élongation

e
@ Q.Q:Q a
[ B ©

Sous-unités d’actine

@ ,}_Q

‘/?0 0;\‘.

Filament d"actine
- +
= . . ‘ ‘ ‘ + / \ e

se lie aux filaments d’actine ADP, - stabilise les filaments
accélére la dissociation _ _. ‘

=)

empéche |'assemblage et la dissociation
aux extrémités plus

coupe les filaments
et se lie aux extrémités plus

Les protéines associées aux microfilaments et leurs fonctions 8l
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|. Les microfilaments (d’actine) Filaments d’actine et forme
cellulaire (plaquettes, MEB)

Fonctions (1/2)

* Forme de la membrane et de la cellule

Filaments d’actine et
forme de la membrane

Cortex cytosolique

* Mouvements intracellulaires

sarcomere

» Transport de molécules et vésicules pres de la mb thick flament thin filamant
{myosin filament) {actin filament)
plasm i
» Contractilité — en association avec la myosine g PO~
v" Ex: contraction musculaire A Sl
v" Ex:Anneau de constriction lors des divisions
Zdi Z di
cellulaires * RELAXATION I lCONTRACTlON =

SR ety
SRR T et
B

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE Filaments d’actine et contractilité 8
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I. Les microfilaments (d’actine)

Formine (et
autres protéines
« plafonds »)

Fonctions ( | l2) Membrane plasmique

® Forme de la membrane et de la cellule Fimbrine. Villine

(liaison transversale)

Filaments d’actin

Lo Wy v B

Cortex cytosolique

ey, o

Filaments latéraux Myosine |

—

Fous T PR Y T g

(BBMI+calmoduline) ';t (ancre les
s
,f Filaments filaments a la
g membrane)

d'actine

¢ Microvillosité: armature permise par les
microfilaments d’actine en faisceaux paralleles
+ protéines de pontage, la fimbrine + liaison
a la membrane grace a la myosine

Observation en MET
d’une microvillosité

Modeéle moléculaire d’armature de
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE microvillosité

83
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I. Les microfilaments (d’actine)

Fonctions (1/3)

* Migrations cellulaires = motilité
» Déplacement amiboide : formation de filopode,
lamellipode (pseudopode): association actine et filamine
» Mode de déplacement des amibes, macrophages

T=0 T=I15s T=30s

Suivi du déplacement d’une cellule d’épiderme de poisson (MO
contraste de phase)

/ L)
1 ® O »
actin cortex lamellipodium substratum \
I I

: B s | ) / Polymérisation
- b ) d'actine au front
cortex under tension actin polymerization at ‘%
e B, de la cellule

ETAT INITIAL

1 plus end extends
lamellipodium

EXTENSION Y 4 -
I = - ) Fixati.on des
! ) . extensions par
movement of unpolymerized actin des structures
F IXATION retraction dadhérence

Fibres de stress

. Lamellipode Filopode , focal contacts Contraction le
RETRACTION long des fibres de
Filaments d’actine et motricité tension
Ce”ulaire >( Microtubules
. , X Actine
(filopode et lamellipode) === Ancienne structure d’adhérence Fe——
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE === Nouvelle structure d’adhérence 8

Filaments d’actine et motricité cellulaire
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Lamellipodium

Fonctions (2/3)

Migrations cellulaires = motilité
Déplacement amiboide : formation de filopode,
lamellipode (pseudopode): association actine et filamine A
Mode de déplacement des amibes, macrophages '.Strenhﬁlisavs.cum'

Migration cellulaire Filaments d’actine et motricité cellulaire

lamellipode
(protrusion cellulaire)

ARP2/3|

récepteur de
la chemokine

. |

sites de nucléation actineATP
d’actinie désignés
par I'’ARP2/3

membrane |
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- fl.'jj,"j‘fCeIIuIe chlorophyllienne

I. Les microfilaments (d’actine) éclairée

Fonctions (3/3)

* Mouvements intracellulaires
» Transport de molécules et vésicules pres de la

) Actine F
membrane plasmique _ N
» Contractilité — en association avec la myosine ADP S't“.:’ ?e laisan
. . +Pi al'actine
v Ex: contraction musculaire
v Ex:Anneau de constriction lors des divisions cellulaires Myosine X

Téte a activité ATP asique

<« Site de liaison

Organite a un organite
(Chloroplaste) > —_—
5um
Vue de profil = | A
== .OOQ( OOQL— Cyclose des chloroplastes qans une cellule du

parenchyme palissadique
® ' - g ” o
Vue du dessus @ 0% o @ C >
> @‘2' Cyclose des chloroplastes dans une cellule du
parenchyme palissadique (en éclairement faible

WEDEE 3
a gauche et en éclairement fort a droite)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 86




A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES {er
|. Les microfilaments (d’actine

Fonctions (3/3)

= Constriction et formation du
corps intermédiaire lors de la
télophase.

FILAMENT D'ACTINE ET MYOSINE
DE L'ANNEAU CONTRACTILE.

(A)

. J ] ; i< ]
0,5 um 10 pm

Anneau contractile d’actine , en télophase: cytocinése.
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE




Q Actine G

Actine F = assemblage

d’actine G

~

Extrémité +: polymérisation plus rapide
Filament dynamique:
poly/dépolymérisation

Fimbrines: assemblage en
faisceaux paralléles d’actine

Filamines: maillage cortical
d’actine

BCPST | - ENCPB - S. D4

lamellipode

d’exploration
du milieu

\

Structure @ musculaire I

Sarcomeére unité contractile
l,‘ — ;:.[
;—‘L—-——j )
I‘ ATP g

R ~ l(bﬁb?a P ”'

=2

~€3-0g

Anneau contractile d’actine-myosine
lors des divisions cellulaires

Dynamique de 'actine et migration cellulaire

contact focal:

adhérence ala

MEC
— —
S @ 4 O]
l.' Emission de ) 2- dépolymérisation de mF  ; 3- rétractation arriére via
filopodes/lamellipodes d’actine et repolymérisation contraction de fibres de

(polymérisation de mF d'actine) 3 payant tension (actine-myosine) &
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A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES
2. Les filaments intermédiaires

un protofilament
Structure et localisation

2-3 nm
dimére = &
2 protoméres (il
® Diameétre : 10-12 nm 40 nm
¢ Structure:
> Famille (nature) hétérogene mais structures _
polycaténaires semblables (- ig |
Stabl gsistante ala t i am , 7 AL H— dimére
> able et resistante a la tension FI : observation au MET et schéma nesh LT
Non polarisée un hamére
® Localisation : 4-5n0m  10-12 nm
. . , , ’ . N {microfibrlle)
Distribués dans la cellule, rayonnants de I’enveloppe nucléaire a la MP
> Ancrage a la membrane (desmosomes, hémidesmosomes) Structure des filaments
Principalement dans cellules animales différenciées, ne se divisant plus intermédiaires
Types Protéines Localisation
R P P NS\
letll Kératines Cell épithéliale %)
1l Desmines Cell musculaire \ \K
\
v Neurofilaments Neurone Localisation des filaments b \!
v Lamines Noyau intermédiaires (kerthlnes, lamines) par
Exemples de filaments intermédiaires marquage immuno-fluorescent
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

|

25 mm 89



A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

2. Les filaments intermédiaires

NH, COOH
(A) M
a-helical region in monomer
Structure NH; COOH
(B) ‘L__——_qj
k| coiled-coil dimer
= Constituants de base = protéines M o £oon
fibreuses N coom -
s . . — , NH
= Protéines associées en dimére par - M )
coiled-coil (2 hélices alpha super N coon T oM,

enroulées)
= Association de tétrameres —

protofilament, A\ 3 )

= 8 protofilaments — filaments ©

staggered tetramer of two coiled-coil dimers

two tetramers packed together

eight tetramers twisted into a ropelike filament

Structure moléculaire d’un filament intermédiaire (kératine, lamines, ....)
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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Dynamique

Filaments intermédiaires = les plus
stables des filaments du cytosquelette

Certaine dynamique mais tres différente
de celle de l'actine

Ex : déstabilisation des lamines pendant la
mitose

Injection de kératine marquée localisation de la kératine par
- localisation par immunofluorescence immunofluorescence
(anticorps anti kératine marqués a la
fluorescence) aprés 20 min Observation de cellules épithéliales soumises a divers

traitements au MO a fluorescence




2. Les filaments intermédiaires

Enveloppe nucléaire tapissée de p

Fonctions lamina interne chez un ovocyte de
Xénope

. MEB, cryofracture et ombrage ;

“ Forme et soutien de la cellule et ( OO s ot 1995 ,%47)) ;

@@ du noyau (ex lamine)

“ Cohésion cellulaire et résistance
mécanique dans les jonctions Desmosome
adhérentes (desmosomes) '

] ‘., gr=o=

Piectin
Nesprin-3
SUN12
Keratin
Desmoglein

Desmocolin
Piakophilin
Plakoglobin
BPAG1e
BPAGZ
Integrin [§
Integrin o

La kératine dans la
cellule épithéliale

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 92



N2

N A ~—~e Kératine
Monomere fibreux
L x2

Mimére
L x2

M 2\ Desmosome
T

étramere 4 )
Assemblage de y 1) Lamine
) N % A . d/
nbreux tétrameres g
". i | ) I\Onm
Hémidesmosome

r—
| filament intermédiaire — /.\_Matrlce extracellulaire
2— /J-N\

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE Structure et localisation des filaments intermédiaires dans une cellule eucaryote, un entérocyte s




A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES b

3. Les microtubules

Structure et localisation

= Diametre :25 nm

= Structure: 1 &
> Cylindre creux

» Hétérodimeéres de tubuline
V' a,liée irréversiblement a GTP
v B, lié réversiblement a GTP
» Hétérodimere > protofilament x13 > MT
> polarisée : extrémité +/-
» dynamique

= Localisation :
» Rayonnant depuis le MTOC*
> Parallele aux cils, flagelles, axones

MTOC : n.m. (angl. « microtubule organization center »)
centre d’organisation des microtubules

T | - ENCPB - S. DALAINE

MT :observation au MET et schéma

Localisation des microtubules par Wérquage
immunofluorescent (MO a fluorescence)

"_F'

'e\ S &

Ex!remrte +oup

Arrangement des

= & protofilaments en C.T.
g i

3

5

o

-

i

L]

=

[}

=

#

un protofilament
X 13
"'t:ﬂ . Extrémité - ou
un protofilamen e 2 e
GD
—— ubuime B l; DP
bullne o~
interphase cell

centrosome

ciliated cell

ciliumAlagelium

basal body 94




A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

3. Les microtubules

Dynamique (1/2)

“ Les microtubules se polymérisent et se dépolymérisent
spontanément en fonction de la [tubuline]

“ Polymérisation plus rapide a I'extrémité (+)

“ Dépolymérisation favorisée par I’hydrolyse du GTP

Polymérisation et dépolymérisation

des microtubules
(Alberts, ed 1994, p.1517)

A=MET
B= schéma

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

formed

microtubule / "

Injection de tubuline marquée
dans des fibroblastes.
Détection par
immunofluorescence aprés |
min (grdce a des Ac dirigés
contre le marqueur et
associés a un fluorochrome)

Mise en évidence de I'aspect dynamique des microtubules

- Incorporation rapide de la tubuline aux
extrémités des microtubules

tubulin dimer

B
exchangeable GTP l

straight protofilament I

GTP hydrolysis changes subunit conformation
and weakens bond in the polymer

)

curved protofilament |

less stable
region of

microtubule

containing

GDP-GTP exchange

.

GTPcop | BN
m o
& ‘o

‘o

o

@

o

depolymerization GOP-tubulin | oY
dimars \

foorl OP) l i € g
o

{ o>

X

o

N

%7000 0 0 9d"®

SHRINKING

95



A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

zone temomn photoblanchie

3. Les microtubules .
Tapis roulant

(Lloyd and Chan, 2004)

Dynamique (2/2)

“ Microtubule in vitro, extrémités libres : pour une certaine
[dimeére de tubuline] = tapis roulant

interphase cell

“ Microtubule in vivo, extrémités (-) fixées au
MTOC*:

Le centrosome,
exemple de
MTOC

Fermeture du tube

> Centre de nucléation pour démarrer la

centrosome “FHE |- Diméres-GDP
polymérisation ;
> Les MT se déploient a partir du MTOC ¢
c 4 catastrophe }
.1 N 15 +
> Stabilise le pole (-) o,
> Croissance orientée coté (+) E 1o Moeconcissement o RFELF
> Or dépolymérisation du cté (+) favorisée 2| ) /g .
par I'hydrolyse du GTP B os- "Catastrophe
instabilité dynamique = = Ll
0 : - : : —
alternance de catastrophe/sauvetage : T " = S ¥
temps (s)

Instabilité dynamique

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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. Microtubules
3. Les microtubules Structure du centrosome \ Distal
https:/lwww.researchgate.net/figure/Centrosome-structure- / appe nd ages
L e MTOC Centrosomes-are-small-organelles-composed-of-two-

perpendicular_fig2_270291005

Mother
centriole

“ Le MTOC est le centre de nucléation des MT

chez les eucaryotes (sauf végétaux) Crz:rrgl];::r

Subdistal
appendages

“ Chez les animaux le MTOC correspond au

centrosome (=diplosome) situé prés du noyau.
Centrosome = paire de centrioles disposés

lnlcrconnccting

perpendiculairement 'un par rapport a I'autre fibers
> Centriole = assemblage de 9 triplets MT courts c :
(0,5 pm) et stables Distolg
“ Les centrioles sont entourés de matériel péri- fb

centriolaire (MPC) - de nature protéique | e

—Appendages

“ Le centrosome se réplique pendant I'interphase
(phase S) en prévision de la division cellulaire

Microtubule

Cartwheel — '-.:_;-\f.Cemgal hub

[~—A-C linker

Structure d’un ) Siokes

)

centriole Ny Pinhead
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

3. Les microtubules

r"aﬂnml'-:ern_e - .
Fonctions (1/3) — :
%
L ¥ fa:' oo B
= Déplacements cellulaires (motilité) _ e e®
~ ° c G
grace aux cils et flagelles 7 8w s | |
Axoneme| '!“ R = e < A8 1 a 1
: f i Transiticn _—__,.._{t )
P ': ' f | | fibre }Pé
-~ das &

Transitional zone

Paramécie
recouverte T
de cils Basal body ﬁﬂml?df

e

Structure des cils et des flagelles.
Lorganisation des cils et flagelles est dite « en 9+2 » = 9 doublets
Spermatozoid périphériques et 2 centraux).
ermatozoide

et son flagelle Elle rappelle la structure des centrioles (9 triplets de microtubules))

98



CT d’un axonéme de spermatozoide

Electronographie d’un spermatozoide

ﬂ | microtubule

&, dynéine
—~* Bras rayonnant

"\ hexine

® @
ATP
m
© ©

Schéma d’un axonéme de flagelle de spermatozoide en vue longitudinale
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

doublet libre
aison transversales
éliminées par
protéolyse}

it q

le déplacement des e
la flexion du cil

dynéine
queue
de dynéine
fixée sur

les microtubules

distance de
déplacement
de la dynéine
sur la surface
du microtubule

site moteur
de dynéine ADP +Pi
qui se déplace
sur les [
microtubules

| microtu bule |

le glissement des
doublets provoque
une flexion

doublets maintenus
dans le cil par des
liaisons transversales

les doublets
s'éloignent
en glissant

La flexion de 'axonéme a lorigine des mouvements ondulatoires est
permise par le déplacement des dynéines (aprés hydrolyse de I'ATP),
mais également par I’ existence de liaisons transversales

® g

99
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@@

3. Les microtubules

Fonctions (2/3)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

“ Localisation et transport de matériel cellulaire

- « autoroutes » cytoplasmiques
molécules
vésicules et organites
chromosomes pendant les divisions cellulaires

A. Observation du
déplacement de 2 vésicules
en sens opposé le long des

microtubules, in vitro
(microscope a interférence
(DIC), timelapse)

Localisation du RE et de
'appareil de Golgi en lien avec
celle des microtubules

Microtubules
RE
B.Vésicule associée a un

Noyau microtubule (MET)

-> Mécanisme du transport le long des microtubules ?

Déplacement des chromosomes pendant la
mitose grdce aux microtubules

microtubules
chromosomes

Cell, Harvey Lodish, ed. 2008

L e peeE
..,,,,.,'-‘”~ !_'-',*, S, DTS

: . . A TN I

Temp n RN JELP 1 g (1 00



A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

3. Les microtubules microtubule microtubule chromatides soeurs membrane plasmique

astral | polaire
Fonctions (3/3)

Microtubules: roles essentiels dans les divisions

cellulaires — ballet des chromosomes.

“ microtubules kinétochoriens —
dépolymeérisation du microtubule kinétochorien
=> migration de la chromatide vers le péle - (en

anaphase).
“ microtubules astraux : lien entre centrosome
et la membrane plasmique par l'intermédiaire de
moteurs moléculaires comme la dynéine. Tl |
microtubule ; - centrosome +
] kinétochorien centromére kinétochore centriole

microtubules polaires :

partant du centrosome, ils se cantiomes ieglon
rejoignent sur la plaque

métaphasique et sont connectés
par des moteurs moléculaires de
type kinésine.

kinetochare

Cytosquelette et mitose

3
kingtochore
micratubiles

101
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE ehromatid
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A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

3. Les microtubules
Les MAPS MAPS : (angl. « Microtubule associated
proteins ») protéines associées aux microtubules
= Les MAPS motrices assurent tous les *
mouvements associés aux microtubules
» Transport de molécules (ARNm) &
» Transport des vésicules, organites & A o with bound dunai
» Mouvement des chromosomes PINEC I houne S

e vesicle with bound kinesin
=== Microtubule

= Deux types de moteurs moléculaires : Sens de déplacement des MAPS le long des microtubules
» La dynéine pole négatif (-) ple positif (+)
» > déplacement vers le pole (-) ' %% ' 5%
» La kinésine
» —> déplacement vers le pole (

. e
.

vésicule Domane

Vers de 1éte de téte Vers la membrane
le noyau cvtolplasmique
4 H « » Y v I Coiled<coil
= Ces moteurs moléculaires T .  Chanes oleda
Base k légere et
. . : ¢ termediaire S
fonctionnent en hydrolysant DYNEINE N /- <imbesr {8 KINESINE A S A
, : PN TS Dynéine { M) \
I’ATP _ B e 33322 Quee + B BB e
A + e v
J - AL Kinésine
\ 2 microtubules servant
ADP + Pi ATP de guide aux ATP ADP + Pi

protéines motrices

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE Structure moléculaire des MAPS 03



A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

3. Les microtubules
https:/lwww.youtube.com/watch?v=YAva4g3Pkék
Les MAPS

LERARD

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 104
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BILAN

Cytosquelette = polymeéres de protéines fibreuses, dynamiques.
Il définit la forme des cellules et la structure de « gel » du cytoplasme ; il permet les mouvements cellulaires.

Caracteéres Microfilaments Filaments intermédiaires Microtubules
Diameétre 7—-8nm 10 -12 nm 25 nm
Protéines Actine G Variées (lamine, cytokératine, ...) Hétérodimeres de tubulines o et
constitutives associée a ATP/ADP et Ca?* associée a GTP/GDP
Structure Filaments pleins ;2 chaines Filaments cylindriques pleins ; tétraméres  Filaments cylindriques et creux
torsadées bout a bout et cote a cote
Filaments polarisés Filaments non polarisés Filaments polarisés
Etat Dynamique = « tapis roulant »  Stable Dynamique 2 « instabilité dynamique »
Distribution Sous le plasmalemme Tapissent la membrane interne du noyau  En partie rayonnante a partir du MTOC
dans la cellule (lamina) ; autour du noyau et en travées
dans le cytoplasme
Fonctions Forme des cellules ; contraction  Forme du noyau et de la cellule ;assurent Transport de matériel intracellulaire
cellulaire ; transport vésiculaire ;  cohérence et résistance intercellulaire (molécules, vésicules, organites,
motilité chromosomes) ; Motilité (cils et flagelles)

MICROTUBULES

AC fl*l FIL-\M{ NTS

- Les différents éléments du cytosquelette sont en interaction.

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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BILAN

* Complémentarité des MF d’actine et des MT

» Role des MF d’actine et de MT lors de la division

pour le transport de matériel intracellulaire cellulaire
» MT = « autoroute » a travers toute la cellule
» MF > « départementales » aux abords de la mb » Role des MF d’actine dans la motilité cellulaire
ETAT INITIAL & ./ O ; 4
- ] R

atfinind

eifhos K alaton CR c

FIXATION O

- ———

® Ancienne structure d'adhérence

Nouvelle structure d'adhérence

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

>( Microtubules
X Actine

—=Fibres de tension

Polymérisation
d'actine au front
de la cellule

Fixation des
extensions par
des structures

d'adhérence

Contraction le
long des fibres de
tension
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A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

microvillosités, A de la surface d’échange uf, minimyosine, fimbrine, villine, spectrine...

BILAN

jonctions serrées
claudine, occludine
Z01,202, uf

jonctions adhérentes
cadhérines, pf

uf, kératine, pb
soutien, propriétés
/ meécaniques et

orme de la cellule

desmosomes
cadhérines, keratine

lamina :

filaments o ®
intermeédiaires actine G.+.ge|soline
kinésine :viscosité
dynamique du jonctions gap
cytoplasme connexines

¥

Ca*

réseau cortical de puf, forme de la cellule, soutien MP
interaction pf - ankyrine - protéines mb

ancrage, répartition
dynamique des organites

(contact focal hémidesmosome kératine -
uf-intégrines) intégrines - fibronectine - collagene
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-~ N2

Péle apical

vésicules de séerétion (protéives matures prétes a étre
séerétées - Chnymotrypsinogene, trypsinogéne)

’\.. — appareil de Golgi (maturation protéigue et
adressage N-ghycosylation, O-glycosylation,
phosphorylation)

ribosomes libres (+raduction, voie eytosolique)

microfilaments d'actine (7 wm)
desmosome _
/|

filaments intermédiaires (kérative
lamive wucléaire) (12 wm)

REG (synthése protéique, maturation -
ponts disulfures, N-glycosylation)

wicrotubules (25 vwn) ./' = voyau (eu et hétéchromative,
support de I'TG)
/ / ‘g,. - lysosomes
’ & witochondries T 1 pm
\\ —

hémidesmosome —

Pdle basal
Le cytosguelette, cas de la CAP (s. palaine)
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A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES

BILAN

APICAL

microvillus

of actin

F

+ A
/ ‘\
XL \ " ! ~—><_—-—hemidesmosome

S~

—_ —— intermediate filaments BASAL
—— Microtubules
———=—>— actin microfilaments

Cell, Bruce Alberts, ed 1994, p.1517
Organisation des éléments du cytosquelette dans

une cellule polarisée
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

terminal web

adherens junction

desmosome

— basal lamina

Filopodia Stress fiber Actin cortex

Lamellipodium i i .
Microtubule

focal adhesion

/‘ interactions

Intermediate proto-
filament transport
via microtubule

Bleb:
growing
‘ & retracting
Microtubule Intermediate filament Intermediate filament
actin interactions displacement focal adhesion
interactions
@  Focal adhesions == Cortex === Parallel, bundled flamenis — Dendritic, bundled filamenis
wem  Antiparallel (contractile) bundles e Microtubules wess  [niermediate Filamenls

https:/lwww.researchgate.net/figure/Organizational-structures-of-actin-microtubules-and-intermediate-
filaments-inside-of-a_fig3_332515317

Organisation des éléments du cytosquelette dans la cellule et leurs

. . . 109
interactions physiques




ULTRASTRUCTURE CELLULAIRE g Z I

o

%

rouge pour
les pf d’actine violet pour
es filaments intermédiaires

vert pour les pT

«

FRe
e % K@o
0,
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/ Microvillosité
|

- Actine
| —Mpyosine |

A Fimbrine
=* 7 Jonction serrée
/ Ceinture d’adhérence

Vésicule associée a la kinésine

Desmosome

Filaments intermédiaires (kératine)

—_— Vésicule associée a la dyneine

Centrosome

Filaments intermédiaires (laminine)

1pum
Organisation des éléments du — I H Hemidesmosome
cytosquelette dans une cellule

polarisée, un entérocyte Ml‘hmbrane basale
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Il.LE CYTOSQUELETTE: ARMATURE PROTEIQUE DE LA CELLULE IMPLIQUEE DANS SA

STRUCTURE ET SA DYNAMIQUE . @@
B. DES PROTEINES HOMOLOGUES AU CYTOSQUELETTE CHEZ LES BACTERIES

EGALEMENT PRESENT CHEZ LES BACTERIES

eucaryote Filament intermédiaire Actine Tubuline Famille WACA
Chscinte PSR A D
> issues d’une protéine ancestrale d;ﬂdetennmm = division cellulaire = division cellulaire = division cellulaire
MreB, ParM ~ TubZ _ ParA
> Chez les bactéries, cette protéine intervient au G e I
o L3 L3 L] /‘
cours de la division cellulaire et s’assemble
. , . Observation au microscope 3
en anneau au site de la future séparation des e on ot A PZ ol
deux cellules. -
(homologue
14 . ’ . *'ml
» Chez les bactéries, cette protéine recrute
Crescentine
d’autres protéines qui participent a ey
I’étranglement du cytoplasme et a la
Fisz
e oabues

synthese de composés pariétaux entre les deux
futures cellules bactériennes.

» Des protéines proches de FtsZ existent chez les
chloroplastes et jouent un role semblable.

» Figure 6.14. Les protéines homologues aux protéines du cytosquelette eucaryote chez les bac

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE (Barre d'échelle : 1 m). D'aprés Vuibert e



Il.LE CYTOSQUELETTE: ARMATURE PROTEIQUE DE LA CELLULE IMPLIQUEE DANS SA

STRUCTURE ET SA DYNAMIQUE . @@
B. DES PROTEINES HOMOLOGUES AU CYTOSQUELETTE CHEZ LES BACTERIES

EGALEMENT PRESENT CHEZ LES BACTERIES

I By

Homologue Propre aux Bactéries

,. N . Filament intermédiaire Actine Tubuline Famille WACA

“ Protéine MreB : homologue a I’actine s = o, =
eucaryote = détermination = division cellulaire = division cellulaire = division cellulaire
de la forme cellulaire

L MreB, ParM TubZ ParA

» filaments de forme hélicoidale = structure filamenteuse, | = séparation des plasmides | = ségrégation

L séparation des plasmides chromosomique )

» impliquée dans la croissance en longueur des
bactéries de type bacille

> Determination de la forme cellulaire B
“ crescentine : homologue aux filaments oy
intermédiaires comme la kératine. :m’
{homaoloque
» assemblage de 4 hélices fibreuses ——
» Deétermination de la forme cellulaire
» Figure 6.14. Les protéines homologues aux protéines du cytosquelette eucaryote chez les bactéries

(Barre d'échelle : 1 ym). 13
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE D’apreés Vuibert



B. DES PROTEINES HOMOLOGUES AU CYTOSQUELETTE CHEZ LES BACTERIES E

¢  Protéine FtsZ : homologue a la tubuline eucaryote
» division cellulaire AIfA

étranglement du cytoplasme
. g ytop Cell wall

¢ Protéine mreB : homologue a ’actine eucaryote
>  croissance en longueur des bactéries de type bacille
»  forme cellulaire
®  crescentine : homologue aux filaments intermédiaires comme la kératine.

~ : 1 194
» forme cellulaire 1900-1900

fluorescence avec marquage de
MreB en vert el FisZ en rouge

Mregl

(homologue

de Factine)
Crescentine
(homologue

des filaments
Intermédiaires)
{I'i:f’mbgm

des microtubules)

Source: Vuibert
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SV-C La cellule dans son environnement
[

SV-C-2 Organisation fonctionnelle de la cellule

PLAN DU COURS

I. Les cellules : des unités autonomes plus ou moins compartimentées
délimitées par une membrane plasmique

A. Les cellules procaryotes : des cellules peu ou pas compartimentées
délimitées par une ou deux membranes

I. Organisation d’une cellule procaryote : exemple des bactéries

2. Une compartimentation possible associée a une régionalisation du fonctionnement
cellulaire

B. Les cellules eucaryotes : des cellules compartimentées

-

Le noyau : stockage et expression de linformation génétique

2. Le réseau endomembranaire : renouvellement des constituants cellulaires et
interactions avec le milieu extracellulaire

3. Les lysosomes

4. Les peroxysomes

5. Les vacuoles

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif

7. Les chloroplastes : organites semi-autonomes a fonction photosynthétique chez les
cellules chlorophylliennes

C. Conséquences de la compartimentation cellulaire

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Il. Le cytosquelette : armature protéique de la cellule impliquée
dans sa structure et sa dynamique

A. Les éléments du cytosquelette chez les cellules eucaryotes

I.  Les microfilaments d’actine

2. Les filaments intermédiaires

3. Les microtubules

4. Limportance du cytosquelette dans la migration des cellules animales

B. Des protéines homologues au cytosquelette eucaryote chez
les bactéries

I1l. Les cellules : des systémes thermodynamiques ouverts
traversés par des flux

A. Des flux de matiére
B. Des flux d’information

C. Des flux d’énergie

115



PAR DES FLUX

A.DES FLUX DE MATIERE

Introduction

" Les flux transmembranaires: a
travers la membrane.

> Actifs

> Passifs

» Avec ou sans protéines
membranaires.

Mise en évidence d’un influx d’ions calcium par
'aequorine qui émet une fluorescence verte en
présence de Ca?*

¥ Les flux faisant intervenir des
déformations de la membrane :
endocytose et exocytose

Schéma des cycloses au sein

d’une cellule eucaryote
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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I I ——
11I.LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES PAR DES
FLUX '
A.DES FLUX DE MATIERE
FOCUS SUR LA
|I. Mise en évidence d’un flux de matiere BROTEIDUE

Expérience historique de Palade en 1967

Objectif : suivre le devenir de protéines

néosynthétisées, destinées a étre sécrétées. Pole apical

Question : quelle est |a voie empruntée par les  Vésicules de
protéines sécrétées, depuis leur synthése jusqu’a e<r""
leur sécrétion, et selon quelle cinétique ?

s . ;. Appareil de Golgi
Modeéle : la cellule acineuse pancréatique
REG

» Production massive de protéines sécrétées ,_ Mitochondrie

Py
'..'-_-' i \’s\\ﬁ

» Sécrétion cyclique et contrélée (notamment par

. . Noyau
la prise de nourriture) y

.

» Les protéines produites sont des enzymes donc
faciles a quantifier

117

Pole basal
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I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES

PAR DES FLUX PULSE
A.DES FLUX DE MATIERE r,?;’
I. Mise en évidence d’un flux de matiere A A
. 1. Méthode :le pulse-chase .
Cobayes  jeun depuis 27h c c
D D

Principe du pulse-chase

Pancréas Coupes de pancréas
0,5mm épaisseur

Milieu de culture Milieu de culture

(conditions physiologiques) + Leucine tritiée %
Lk
PULSE @ DUREE TOTA
= marquage

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 118



I1I.LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES {c}
PAR DES FLUX {e}
A.DES FLUX DE MATIERE o SIS ot sanpte
. Mise en évidence d’un flux de matiere e

. . . - -
1.2. Méthode : ’autoradiographie e

PRINCIPE : o

= Technique qui permet de détecter, dans une émulsion - =

radiographique, des radiations provenant d’'une source
radioactive préalablement incorporée a un échantillon.

—> La radioactivité se traduit par des tortillons ou
des points noirs sur I'électronographie

Fadiation activates
the closest Ags ions

Reduce the activated
Ages to Agmetal
= Expérience de Palade : kA oe's
L - |
> utllls?Flon‘de Leuc!ne (AA exclusivement TR
protéinogene) radioactive (contenant un atome de Age leaving insoluble
o . o Ag metal
tritium H3,isotope radioactif de H) :
(L) (1]
: o . : , *00 AL
» Obijectif : Localiser, sur des coupes histologiques de s i
ancréas, les protéines synthétisées pendant la
panc P y P Observe with
période de pulse. electron microscope

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES
PAR DES FLUX

A.DES FLUX DE MATIERE
|. Mise en évidence d’un flux de matiere
I.1. Résultats : ’autoradiographie

Electronographie suite a
'autoradiographie des coupes de
pancréas marquées a la Leucine

tritiée

La radioactivité est localisée a
différents endroits selon le
temps de chase utilisé :
T=3 > REG

T =10 - Golgi

T > 40’ - vésicules de
condensation ; grains de
zymogenes, lumiére du
canalicule

—> Les protéines synthétisées pendant le pulse se déplacent dans la cellule au cours
BCPST I -E du tems 120



I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES

PAR DES FLUX
A.DES FLUX DE MATIERE
|. Mise en évidence d’un flux de matiere

1.2. Méthode

» Expérience de Palade

:le fractionnement cellulaire

= Broyage (homogénéisation) des
coupes de pancréas
—> formation de microsomes
correspondant aux différents
organites

= Centrifugations successives de durée
et force croissantes (en isolant le
culot a chaque centrifugation)
—> séparation des microsomes
selon leur densité

* La radioactivité de chaque fraction est
ensuite dosée.

Microsomes

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Pancreatic stices (0.5 g)

Homogenize in 4.5ml 0.3M sucrose

Centrifuge 600 ¢ x 10 min

Supernatant

Sediment

i Centrifuge 1000 ¢ x {0 min
[ Nuclei, cell debris}

Sediment upernatant
(Zymogen granules I Centrifuge 8700 ¢ x 15 min
Vésicules de
sécrétion Supernatant
Sediment Centrifuge
("Mitochondria") 109,000 ¢ x 60min

Sediment tosfmicrosomol
o (total microsomes i Supernatant
RE, Golgi

Resuspend in 0.3M sucrose
Isopycnic gradient centrifugation, 123,000 ¢ x 7% hr

Smooth microsomes

%ﬂ,; }ﬁg o

REL + Golgi

Rough microsomes

}:'J '.i . |

“"ILA o ‘ Sy M| :
| g s el s s
& By " 3 %
-y S e o
b o i SRR ok
2] ; g _.‘1\.—?4" Gl
A3 AL
{c) 03 um

Fractionnement
cellulaire dans le cas
de l'expérience de
Palade (1967)

Cytoplasme

121



|
I1l.LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES
PAR DES FLUX

3 La radioactivité des différentes fractions évolue au cours du
A.DES FLUX DE MATIERE comps
1. Mise en évidence d’un flux de matiere » La grande majorité (90%) de la radioactivité se trouve
’ dans le REG a 3’, puis la radioactivité du REG ne fait que
1.3. Résultats : le fractionnement cellulaire - diminuer jusqu'a atteindre 15% au bout de 2h

» La radioactivité dans le Golgi augmente (de 0 a 55%)
t Iiadioactivité des organites entre 3’ et 10’ puis diminue jusqu’a atteindre 5% au bout
{004 (% de la radioactivite totale de 2h
de la cellule) ,

» La radioactivité des vésicules de sécrétion augmente
de fagon continue a partir de 10’ et atteint 80% au bout
de 2h

Vesicules de— - — * - Alinsi a la fin de 'expérience, la radioactivité se
g § SN trouve majoritairement dans les vésicules de sécrétion
» La radioactivité du cytoplasme est constante durant
toute I'expérience
—> la radioactivité ne passe pas par le cytoplasme

80
60+
404

- Confirmation des résultats
d’autoradiographie

: e Tamo - Les protéines marquées ne transitent pas

03 10 2 40 60 120 (min)" par le cytoplasme

20
REG

“pulse” “ e h as s "

Rem : la radioactivité du cytoplasme est faible et constante pendant toute I'expérience
Dosage de la radioactivité des différentes fractions microsomales issues des

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE . , \ . Yy
coupes de pancréas marquées d la Leucine tritiée =
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I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES

PAR DES FLUX
A.DES FLUX DE MATIERE

. Mise en évidence d’un flux de matiéere
1.5. Conclusion

* Lunique site d’incorporation du marqueur pour des protéines
sécrétées est le REG; les protéines sécrétées sont donc
synthétisées dans le REG

* Les protéines synthétisées au niveau du REG passent par I'appareil
de Golgi avant d’arriver aux vésicules de sécrétion qui se déversent
dans la lumiere du canalicule.

" Les protéines ne transitent pas par le cytoplasme ;le transfert d’un
compartiment a l'autre doit passer par des fusions de vésicules

-> La polarité fonctionnelle se superpose a la polarité

structurale :la CAP est traversée par un flux orienté baso-apical
de matiere parcourant un grand nombre de compartiments

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE
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I1I.LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES &

PAR DES FLUX {o}
A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

2.1. Mobilisation de acides aminés et utilisation pour la Protéine Acides aminés
traduction

“ Les protéines sont synthétisées par
polymeérisation d’acides aminés (AA),
réalisée par les ribosomes

Ribbsorﬁe

“ Les AA proviennent du sang et sont issus de
la digestion

“ Les AA entrent dans la cellule par le péle
basal et traversent la membrane plasmique
grace a des transporteurs (perméases,
diffusion facilitée)

AA
\4. Gradient

Moo Transporteur
Capillaire \ 00@ (perméase)
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE sanguin ey 124




I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES >
PAR DES FLUX {o}
A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

2. 2. Deux voies de syntheése : cytosolique et endomembranaire

“ Les ribosomes s’assemblent sur ’ARNm
et traduisent 'information qu’il
contient - sous forme de séquence . o

léotidi , Synthése protéique a partir de !
hucleotidique - en une sequence ribosomes libres dans le cytoplasme
pe pt i d iq u e . http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/polyri

bosomes.html

“ Les ribosomes peuvent étre libres dans le
cytosol ou attachés au REG.

> Début de synthese de toutes les protéines
sur des ribosomes libres

> Si signal d’adressage contenu dans la
séquence protéique
- fixation du ribosome sur REG Synthése protéique d partir de
ribosomes attachés au REG
http://medcell. med.yale.edu’histology/cell_lab.php

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 125
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I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES {c}

PAR DES FLUX
A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments
2.2. Deux voies de synthese : cytosolique et endomembranaire

Voie cytoplasmique Voie endomembranaire

Ribosomes libres dans le cytosol Ribosomes fixés au REG

—> synthese de protéines destinées a... —> synthése de protéines destinées a étre...
v’ ... rester dans le cytosol v ... localisées dans :
v/ ... étre adressées aux organites a deux v leRE

v' Pappareil de Golgi
v le lysosome (cell animale)
v la vacuole (cell végétale)
v’ ... sécrétée par exocytose vers le milieu
intérieur (ex :hormone) ou extérieur (ex :
enzymes digestives)

membranes (mais aussi peroxysome)

Ribosomes libres et ribosomes fixés au REG

ARNm
Ribosome
polypeptide

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE CYTOSOL : &‘ COMPARTIMENT CELL. 126




I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES &
PAR DES FLUX {c}
A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

2.2. Deux voies de synthese : cytosolique et endomembranaire

 Si transport vers les organites, il est post- * Transport co-traductionnel puis
traductionnel et transmembranaire vésiculaire

—> Localisation finale déterminée par des signaux d’adressage contenus dans la séquence protéique

r Protéine ARNmM 3
. /7 transmembranaire 5,

- ;— Protéine sécrétée 5 3

Chaine polypeptidique
en croissance

Protéine golgienne

Protéine lysosomale \

Protéina du réticulum

Transport post-traductionnel w

Ribosome

libre

Ribosome lié /;

Protéine
mitochondriale

Protéine
peroxysomale
Protéine
cytosolique

Ribosomae libre

Protéine
nucléaire Ribosome fixé 4 I
ARNm au réticulum
ADN endoplasmique ¢y  Translocation co- m  Iranslocation post-
[ Transport co-traductionnel traductionnelle traductionnelle
\ - YOI ST Iransports co- ou post-traguctionnels

BCPST 1 - ENC “ (flux vésiculaire) (in Segarra et al,, Ellipse) 127



I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES PAR DES

A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

2.2. Deux voies de synthese : cytosolique et endomembranaire

- Deux niveaux de tri des
protéines

v Niveau | :voie cytosolique
vs endomembranaire
- Pendant la traduction

v Niveau 2 :au sein de la
voie cytosolique, plusieurs
destinations possibles

—> Apreés la traduction

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Voie cytosolique

Protéines
chaperonnes

5’

Ribosome libre 3

Noyau

7 Hyaloplasme

Peroxysomes

Membrane
plasmique \

interne Protéine mature

Mitochondries &

(2 peptides signaux pour ~ Chloroplastes

les récepteurs TIM et
TOM)

3

e aVAYAYA 3
Peptide signal 1

Peptide signal

Ribosomes libres
- o 3!

Voie endomembranaire

Ribosome associé au RE REG

- L ©
g — 7(.))3
F I o N-Glyco@ﬁ
= ¢

O O

ﬁh’vﬂge protéolytique

3= Ponts di@;:]

OVésicuIarfon

@ Face CIS Golgienne

=2 Phosphory!u@

&=

@Gﬂosylaticn =2 OGlycasylatQ

Face TRANS Golgienne

Membrane

@ plasmique
1

A )
NS4
Sécrétion controlée (ex :
trypsinogéne é % y
2 crétion constitutive (ex : turn over

membranaire, protéine de membranes,
protéines de la MEC tq collagéne)

(S. Dalaine)
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I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES
PAR DES FLUX

A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

2.3. Focus sur la voie endomembranaire o
5 _g‘r_.Pemide signal

=¥ _SRP

. 5 . _—— u'._\
“ Translocation dans le REG : Fixation de o ‘Qr Cytosol
protéines solubles SRE surle
peptide
. translocon
signal —
“ La plupart des protéines envoyées vers le = S EE D
RE ont une séquence signal en N-ter = , | ey — 1| iy ‘%
. . Signal peptidase
peptlde SIgnaI Lumiére du RE
» 412 résidus AA hydrophobes consécutifs
clivé par la peptidase de la membrane du RE e e e
e P, Pep .\ Fixation de SRP Prise en charge de Clivage du Repliement
éliminé dans le la lumiere du RE . . . . ..
sur son récepteur la séquence signal peptide protéique
(SR) par le translocon signal et assisté par des
.. s e libération de la chaperonnes
“ Les protéines solubles sont libérées = ancragedu  ~libération de SRP protéine
dans la lumiére du RE au et poursuite de
REG traduction
_ . Preuve expérimentale du réle de la séquence signal :
Translocation co-tr’c‘vductlonnelle dans le RE Technique d’ADN recombinant : production d’une fusion entre le
d’une protéine soluble (aerts peptide signal et la GFP ou une protéine cytoplasmique

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE - La protéine est dirigée vers le REG 129



R . cf SV-D
. LES CELLULES : DES SYSTEMESTHERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES PAR DES FLUX
A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments
° ] |:| !
2.3. Focus sur la voie endomembranaire ¢ e

Cytoso
“ Translocation dans le REG :
protéines membranaires e o
EpaLE
(ER or Goigl sigral
7 |l existe différents types de protéines call axtarion g
membranaires (I ou plusieurs régions Typa®  Tab-anchorad prodein Typs IV GPl-anchorsd otein
hydrophobes, N-ter ou C-ter vers 'ext.) Régions hydrophobes Régions hydrophiles
o« e 4 ~ \ T 3] j
> Elles sont dirigées vers le REG grace a ypes de protéines membranaires
un peptide signal terminal ou interne a
la séquence d’AA. ‘" i, P
stop-transter
A , seguence
 Elles restent enchassées dans la
membrane du RE au niveau de leurs e~
régions hydrophobes < séquence .
b . . 4
d’ancrage mais non clivée Mécanisme de ER NN

translocation
d’une protéine
membranaire (cas

du type / ) (Alberts) mature single-pass

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE transmembrane protein
in ER membrane




I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES PAR DES FLUX m

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments
Sm=3

2.3. Focus sur la voie endomembranaire

. . . ,. {al Formation of a disulfide bond
Repliement co-traductionnel des protéines
> spontané idized - Re
> stabilisé par des liaisons faibles et des 5 QSH
S
i

1
ponts disulfures (Cys-Cys) SH SH 2 2
> +]- assisté par des protéines V‘ N s / Ej

{o} chaperonnes Reduced -
. . substrate Oxidized
—> Guident le repliement de la prot, protein substrate
~ . ’ , otein
empéchent repliement prématuré i
.. . i (b) R nt of disulfide bonds
“ Protéines multimériques - association i 63

post-traductionnelle des monomeres

T T
Mot |
BAAAAIARABAAABAAA

Lumiére du RE

Protéine
substrat
réduite

S8

Protein with S
. . . , incorrect di otein wi
- Implication de la disulfure isomérase dans la ~ncermeet disulfide bonds correct disulfide bonds
formation des ponts disulfures des protéines dans le Mécanisme de formation des ponts disulfures et de leurs réarrangements
RE (cas des Eucaryotes). par la protéine disulfure isomérase (PDI) dans le RE (odsh)
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fSV-D

e
I1I. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES

PAR DES FLUX
A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

2.3. Focus sur la voie endomembranaire &
: G| lation dans le REG |. N-glycosylation co-traductionnelle {3
ycosytation dans fe —> Transfert oligo-saccharide (sucre) depuis le dolichol (terpénoide,

lipide) vers un résidu Asn (asparagine) de la protéine par la

glycosyltransférase
2. Modification de I'oligosaccharide post-traductionnelle
-l*—- Tﬂ
—r — —_— — — cis-
E Golgi
{ManiglGlcNAc);
(Glc)s{Man)giGlcNAC),
EN Suman Maodifications post-traductionnelles des protéines :

cas d’une N-Glycosylation (Lodish)

Dol = Dolichol @ =Mannosa

B =N-Acatylglucosaming & =Glucose
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 132



I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES

PAR DES FLUX
A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

2.3. Focus sur la voie endomembranaire

2.3.3.Dans le Golgi: la maturation et I’adressage des protéines &

Glycosylation : n.f. ajout de sucres sur une protéine par liaison covalente

= Types de glycosylation:
> N-glycosylation = sur Asn
» O-glycosylation = sur Ser,Thr

N-LINKED GLYCOSYLATION O-LINKED GLYCOSYLATION

protein backbone C protein backbone c

Threonine

NH
HOH,C
H Q _—0
H . . ’ . .
OH H N-acetylglucosamine 1 N-acetylgalactosamine
8] H /
| H NHCOCH, remainder of NHCOCH,
| oligosaccharide
/ I side chain

remainder of
BCPST  oligosaccharide side chain

“ Role des glycosylations :
» Structuration méme des protéines

» Protection vis a vis du milieu extérieur :
Ex : protéines sécrétées dans l'intestin par la CAP -
Protection contre l’action des protéases

» Reconnaissance

Ex : groupes sanguins
Ex : ZP3 de la zone pellucide dont les oses sont
reconnus par un récepteur du spermatozoide
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I1I.LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES

PAR DES FLUX
A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire®
et la coopération inter compartiments

2.3.Focus sur la voie endomembranaire

2]

oy N R W

fSV-D

) N-Acewylglicosamine Sialic acid
' Mannose

A Galactose

§ Fucose

(6]

s

L=

© e

¥

“ Glycosylation dans le Golgi
2]
| mannosidase | j GlohNAc- ) e—Mannosidase i | | Fucosyl-& ‘:l‘_rl Siah- '\%
> . . . ' ' transferase | L -' transferasel 0 Galactosyl- "-I'. transferase 0
Modifications de la N-glycosylation transherases
R T cis Golgi cvs_Golgl . mecﬁai Golgi metﬁal Golgi medial Golg trans Golgi trans Golgi
réalisée dans le RE : medial Golg trans Golgy
—> élimination d’oses = déglycosylation N-glycosylation dans le Golgi ar)
greffe de nouveaux oses grace a =
I‘action d’enzymes membranaires. 4
> O-glycosylation (sur Ser et Thr) par }mmga
des enzymes membranaires ou solubles. -phumwlaumlufuligﬂsatchanuﬁun[ymmalpmtem netak
s
rnrmua! ufM:m 4____:) cisterna
Golgi i
> Le Golgi est une chaine de soparats| (e removaiof Man +adamonorGiovAc ) | Bieina | o
¢ - ch dict ¢ C/ﬁaﬂdlhuﬂnﬂ;al » addition of NANA Q:I trans
montage ; chaque dictyosome es e —
spécialisé dans un nombre d’étapes de SORTING } trans Golgi
, . . %/ ngbwock
déglycosylation et glycosylation. / \
Réle des différents dictyosomes = / 1 \
dans la glycosylation (pers) yasowe: | BECIES. | mrsiony .

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE



I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES PAR DES

e q
A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

2.3. Focus sur la voie endomembranaire Chgine C
“ Clivages protéiques dans le Golgi Chaine ﬂn(
coon | Préproinsuline REG:
* Clivage du peptide signal
b i : *  Formation des ponts disulfures
» Clivage = hydrolyse de liaisons peptidiquesFestid: sionl \ Chaine B

v" Certaines protéines nécessitent des .
clivages pour acquérir leur forme native \ : ——cook | Proinsulie
active. Ex :insuline : :

R Golgi :

v Certains peptides (ou protéines) sont ] * Clivage de la pro-insuline en insuline
synthétisés sont la forme d’un unique g mature + peptide C
polypeptide = séparation par clivage. (fs’_“‘s\ o

Ex : Insuline, ubiquitine 2 z )
s . Clivage protéique : exemple de linsuline
l.\--ank_nln.\l
/ﬁ) protein
“ Phosphorylation dans le Golgi ~ 57 s ® _;,::j “*“
» Les protéines destinées aux lysosomes sont E S —ij
phosphorylées sur un résidu mannose :‘:E : E@ ° :
- étiquette mannose-6-P , ‘
, Phosphorylation de mannose
EX: Pro-cathePS|ne L . N-acetylglucosamine Mannose-6 phu sphate

dans le Golgi

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE @ Mannose 135



I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES PAR DES

A.DES FLUX DE MATIERE

—— Ko

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments
2.3. Focus sur la voie endomembranaire Lysosome O Membrane plasmique O Videule sérrdtoines

“ Phosphorylation dans le Golgi

» Les protéines destinées aux
lysosomes sont phosphorylées
sur un résidu mannose

—> étiquette mannose-6-P
Ex: pro-cathepsine L

Localisation des différentes activités enzymatiques dans
I'appareil de Golgi (Source : Du Breuil et Tec)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Réticulum transgolgien

RESSAGE

Sulfatation des tyrosines
Sulfatation des oses

N1}

—

-
* Addition de galactose rans

* Addition de NANA

Retrait du mannose ) Médiane [— Citernes golgiennes

Addition de GlcNac

Cis

* Retrait du mannose

* Phosphorylation des oses des protéines lysosomiales

ADRESSAGE

Réticulum cis-golgien

O O Vésicules du RER



Lysosome ‘ ) Membrane plasmique s t Vésicule sécrétoire
|

Réticulum transgolgien

RESSAGE

Sulfatation des tyrosines
Sulfatation des oses

T
* Addition de galactose rans

* Addition de NANA

Retrait du mannose ) Médiane [ Citernes golgiennes

Addition de GlcNac

e Retrait du mannose

N[}

* Phosphorylation des oses des protéines lysosomiales
ADRESSAGE

Réticulum cis-golgien

O O Vésicules du RER
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 137



I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES &
PAR DES FLUX {or

A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments
2.3.Focus sur la voie endomembranaire

“ Adressage des protéines dans le Golgi O

» La face trans du Golgi communique avec plusieurs
compartiments

nuclear envelope p- —
—> Il assure 'adressage des protéines vers ces différents endoplasmic reticulum o
compartiments, en fonction de leurs « étiquettes » Q/ o O\ ,O) P O endosome

” LS DO
Type d’étiquette  Adressage vers
Aucune Membrane plasmique = sécrétion 09 O
constitutive = turn-over O ‘ O
Mannose-6-P Lysosome O g
Sucres complexes Membrane plasmique = sécrétion OY( “) ) O\
, Mhnee” O/N\o R
provoquée - ] | @_‘

s  Golgi  frans \
Golgi stack  Golgi “Cf_:l‘:'v
7 . o Je vesi
» Pour les étiquettes glucidiques : network network -

L J

v" Présence de récepteurs membranaires spécifiques Golgi apparatus

. o - ,
v A saturation = formation d’une vésicule recouverte de clathrine Différentes voies possibles d la sortie du trans-Golgi users

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 138



hY

: ESLHERMODYNANIOUES OUME

A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la
coopération inter compartiments

2.3. Focus sur la voie endomembranaire

BILAN : Maturation et adressage des protéines

¢ Certaines modifications sont
définitives et ont vocation structurale (ex :
glycosylations).

[ J

La plupart des autres sont réversibles, et
participent a la modulation de I'activité

biologique de la protéine (ex:
phosphorylation)

¢ Le flux de matiére qui traverse la CAP

est étroitement associé au flux
membranaire qui anime la cellule

» complémentarité fonctionnelle entre
différents compartiments

> Importance de la fluidité membranaire et du
flux vésiculaire, guidé par le cytosquelette

Types de modifications subies par

les protéines au sein du RE et Golgi
(Alberts)

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Ve

DEPLACEMENT

Vs

Complémentarité de RE et du Golgi dans la maturation
et 'adressage des protéines (karp)

1 Voie de

: 'sécrétion@
*= constitutiy
. é\,ﬂ&
: Lyso=ome
Late
! Endosome Voie du
lysosome
sécrétion | Golgi
controlée

o i fuler

4D SYNTHESE

rd

SECRETION

MATURATION

@@}
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l1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES
PAR DES FLUX E&
A.DES FLUX DE MATIERE

Processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

Protéine mature

Maturatiou Adressage
ﬁ\l Ribosome -

Transcription I ARNt Protéine Repliement
chaperonne correct

k% ﬁ'/ Repliement
Export ARNM Traduction incorrect  Protéine

a degrader
Recyclage
o Ubiquitine 1

Dégradation

Schéma bilan : synthése protéique et voie
CytOSOquue (Segarra et al., Ellipse)

Acides o ' e

& (o]
aminés ¢ %, *
- L
libres \ S I

N — Dégradation
Peptides

Protéasome
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SV-C La cellule dans son environnement
[

SV-C-2 Organisation fonctionnelle de la cellule

PLAN DU COURS

I. Les cellules : des unités autonomes plus ou moins compartimentées
délimitées par une membrane plasmique

A. Les cellules procaryotes : des cellules peu ou pas compartimentées
délimitées par une ou deux membranes

I. Organisation d’une cellule procaryote : exemple des bactéries

2. Une compartimentation possible associée a une régionalisation du fonctionnement
cellulaire

B. Les cellules eucaryotes : des cellules compartimentées

-

Le noyau : stockage et expression de linformation génétique

2. Le réseau endomembranaire : renouvellement des constituants cellulaires et
interactions avec le milieu extracellulaire

3. Les lysosomes

4. Les peroxysomes

5. Les vacuoles

6. Les mitochondries : organites semi-autonomes au cceur du catabolisme oxydatif

7. Les chloroplastes : organites semi-autonomes a fonction photosynthétique chez les
cellules chlorophylliennes

C. Conséquences de la compartimentation cellulaire

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Il. Le cytosquelette : armature protéique de la cellule impliquée
dans sa structure et sa dynamique

A. Les éléments du cytosquelette chez les cellules eucaryotes

I.  Les microfilaments d’actine

2. Les filaments intermédiaires

3. Les microtubules

4. Limportance du cytosquelette dans la migration des cellules animales

B. Des protéines homologues au cytosquelette eucaryote chez
les bactéries

I1l. Les cellules : des systémes thermodynamiques ouverts
traversés par des flux

A. Des flux de matiére
B. Des flux d’information

C. Des flux d’énergie
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' =re
I1I.LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS
TRAVERSES PAR DES FLUX o _

B.DES FLUX D’ INFORMATION

|. Flux d’information au sein d’une cellule eucaryote

Pole apical

* Depuis le noyau vers le cytosol :

» Transport de I'information génétique
v~ ADN > ARNm > protéine
V" Séquence de nucléotides > séquence d’AA

* Depuis le milieu extracellulaire vers le cytosol :
» Voie de signalisation depuis le stimulus jusqu’a la
sécreétion
v" Réception > transduction > réponse
V" Stimuli : ACh, CCK (Cholécystokinine) ou PZ
(Pancréozymine)
v" Transduction par IP3/Ca?*

LEGENDE

Flux d’inf »
ux d’information :
. CC
= Depuis le noyau ‘ Récepteur Ach .
“p Depuis 'extérieur h Récepteur CCK < L4 N ; ‘ Pole basal
BCRST L ENCPB.S DALAINE Capillaire sanguin eurone du systéme "

parasympathique



B.DES FLUX D’INFORMATION

2. Flux d’information entre pluricellulaires et procaryotes

bacteria bacteroids

Des bactéries du genre Rhizobium libres (bactéria) ou présentes dans les nodosités d’une
Fabacée (bactéroides) sont observées au microscope a contraste de phase (nomarski) ou au
microscope a épifluorescence aprés coloration au DAPI. Le DAPI est un agent intercalant, se liant
aux bases azotées de 'ADN et qui fluoresce dans le bleu quand il est éclairé par les UV. La
fluorescence émise par les cellules est proportionnelle a la quantité ’ADN qu’elles possédent.

nomarski

L’observation des bactéries isolées au MO a contraste de phase (nomarski) révéle des organismes
unicellulaires d’un um de forme allongée (bacille), et la présence de bacilles en cours de duplication (au
centre de l'image). Lorsque ces bactéries sont incorporées aux nodosités de la Fabacée, on ne distingue
plus une bactérie isolée mais une structure allongée 5 fois plus longue que la bactérie isolée et 2 a 3 fois
plus épaisse, d'oli cette nomination bactéroide.

Ce changement structural s’accompagne-t-il d’'une réplication du chromosome bactérien?

512, bacteria 256 bacteroids Les résultats de fluorescence par coloration au DAPI révélent du bleu tout le long de la structure du
S 2¢ - bactéroide. Il semblerait que cette super structure bactérienne soit accompagnée d’une réplication
" o
EE_ '+ .§§ y intense de ADN bactérien.
58 33
c ‘ z Dans I'analyse quantitative des bactéries isolées, on constate un pic révélant un génome

0 1

L% St | - haploide, et un autre 2C révélant un génome diploide; les bactéries sont en cours de division (il y
10° 10" 10 10* 10¢ 10° 10" 10¢ 10° 10¢

a 10 fois plus de bactéries en division que de bactéries simples).

La quantité ’ADN que présente dans leur cytoplasme Ainsi, les analyses quantitatives ’ADN dans le cytoplasme des bactéries libres vs intégrées aux
chaque bactérie ou bactéroide est observée et relevée nodosités des Fabacées, confirme la réplication intense du chromosome bactérien au sein des
pour un grand nombre de bactéries : super structures que sont les bactéroides.

IC : signifie que chaque bactérie présente un génome En revanche, dans le cas des bactéroides, on constante un seul pic 24C a 102 On en déduit que
haploide les bactéroides sont une bactérie transformée, sans division cellulaire, avec agrandissement de
2C : représente une bactérie ayant répliqué son ADN. organisme et réplication en 24 exemplaires du chromosome bactérien (24 = 5 soit presque 5

cycles de réplication)., ces bactéries ont donc quintuplé de taille.
BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 143



B. DES FLUX D’INFORMATION
¥y

2. Flux d’information entre pluricellulaires et procaryotes

Les Fabacées ont dans leur génome plusieurs dizaines (parfois centaines) de génes codant
des peptides NCR (Nodule-specific Cysteine-Rich peptids), voisins de molécules
antimicrobiennes nommeées défensines, et dont on cherche a connaitre le role

Defensin-like motif spx lx o B
NCR-motif a KX,
xI‘I

La comparaison d’alignements de séquences
révéle une forte homologie entre les génes NCR
exprimés par les Fabacées et les génes codant
les défensines antimicrobiennes.

b NCRO3S

NCR-motif b
Limmunolocalisation révéle une expression de ce

b-Immunolocalisation du peptide NCRO35 sur une coupe géne NCR exclusivement dans la nodosité de la

BCPST |

de nodosité (barre d’échelle 500 pm)

c-quantité d’ADN de bactéries du genre Rhizobium
cultivées libres en I'absence de peptides (no peptide) ou
en présence du peptides NCRO35.

d et e —aspect des bactéries Rhizobium libres cultivées
sans peptides (d) ou avec NCRO35 (barre d’échelle 10

pum).
=—no peplide
12,5 uM NCRO35

'IC{?
| "A\..i' ]I ac

-.....--—-r-':-"l %.LL. -

Quantité d"ADN des bactéries Rhizobium

C.

evenis

- ENCPB - S. DALAINE

t’. | .

Fabacée. On en déduit que la Fabacée réagit a
l'infection des bactéries Rhizobium.

L’analyse quantitative d’ADN de bactéries
Rhizobium montre que ces bactéries répliquent
leur ADN en 2 voire 4 exemplaires en présence
du peptide de défense des Fabacées NCRO35.
Cette réplication de FADN chez la bactérie
s’accompagne d’un allongement de l'organisme
unicellulaire.

Cln: au début de linfection de la racine de
Fabacée par Rhizobium, la racine émet des
substances peptidiques de défense, NCRO35 qui
induisent une réplication active des bactéries, qui
voient alors leur taille décupler.
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11l.LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS

TRAVERSES PAR DES FLUX
C.DES FLUX D’ENERGIE

“ Pour assurer son fonctionnement, la cellule produit
et consomme de |'énergie sous forme d’ATP

“ Les sources énergétiques d’ATP
Voie cytosolique
Glycolyse : | glucose = 2 ATP
Voie mitochondriale
Métabolisme respiratoire : pyruvate = 34 ATP

“ Les sites de consommation d’ATP

(travaux cellulaires) :

» Maturation et biosynthese protéique (ATP
vers noyau, REG et Golgi)
Pompes membranaires ATP-dépendantes a
Ca? (MP et mitoch) et a Na+/K+ (MP)
Transport vésiculaire
Exocytose

\4

\4

\4

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

‘ Exocytose
/ .“. ®

Transport

Poéle apical

/

Respiration '/} /<22
mitochondriale ||

[l
1]\

Capillaire sanguin Métabolites

Pole basal -« @
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Légende

v sywthése d'ATT

&
&
Respiration aérobie

mitochowdrie

consommation d'ATP Glycolyse

hyaloplasme

élastine

et Flux d'éwnergie au sein de la cellule acinense pancréatique s Dalaine
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Flux d'information aun travers de la CAp S Dalaine

]
zﬁ flux intrinsédue (ADN nucléaire codant pour des
- protéines de digestion)
flux extrinséque (molécules informatives -
hormone, neurmédiateur-) aboutissant a la
naissance d'un 2nd messager intracellulaire Ca2+
NB: Ca2+ associé a la calmolduline active le flux
vésiculaire
S [Ca2+]
pe L : .
Protéine éq Réceptenr & CLKPZ s ‘
canal & Caz+ tass Récepteur a Ach ) ;
- ~— g tylcholine
PIFZ (neurotransmetteur)
voie hormonale “—  Voie nerveuse

Cholécystokinine

pancréozymine (sécrétée

par le duodénum sous

effet d'arrivée des

nutriments)

BCPST | -



|
Flux de matiere, d’énergie et d’informations

La CAP est traversée par des flux de matiere, d’informations et d’énergie
BILAN - Polarisation structurale et fonctionnelle

ok lumiére de lacinus

Exocytose
des protéines sécr‘t‘uE

Stockage vésiculaire -
des protéines sécrétées Travaux C:'MINS
obilté Chaleur
- culal
f s * s
& . [ \ ]
i Maturation progressive / 2 \ =
E et adressage i %); — §
= des protéines SN /4 s
8 ) l‘ 7 changes 3 2 | rwessacers
v}
| IEUEARTTRY atframigores [l | & oroeusse £ | <55
z 2¢! g_-"é ~ i Flux \ actifs z x | leeumames
g g a y/\ dinformation ATP atell & als 2
o “ ” o génétique g 2 3 w
Synthése v U™ Transcription - s - o
des protéines de l'informatio| o ] §
énéti L1 g|°©
& TS ]
&“:_ Métabolites NOYAU
ATP Métabolites
déchets H20, nutniments Messag. ers o, 02 ozesx:”ems
jons (acides aminés,extracellulaires I s
8 Ribosome métaboliques o ey t - (uon»onl m:s)
4L Second messager acides gras) pOLE BASAL  lymphe interstitielle
intracellulaire
Récepteur membranaire

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE 148



Bilan général
A l'issue de ce chapitre SV-C-2 ,

vous étes désormais en mesure
de traiter un grand nombre de
sujets relatifs aux eucaryotes et
procaryotes. Entrainez-vous a
I'aide de la liste des sujets
d’oraux.
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ORAUX D’ENTRAINEMENT

=  Une cellule (au choix)

= Une cellule (au choix) : étude structure - fonction

= L'organisation de la cellule eucaryote

= Qu’est-ce qu’une cellule ?

= Comparer deux cellules (au choix)

= Cellule eucaryote/cellule procaryote

=  Compartimentation et division du travail au sein de la cellule
= Compartimentation et spécialisation des cellules

= La compartimentation cellulaire des eucaryotes

" Le cytosquelette dans la cellule animale

= Comparaison cellule animale/cellule végétale
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