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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique

SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

OBJECTIFS D’APPRENTISSAGE

Chez les Eucaryotes; le materiel genetique est dupliqué au cours de |a phase S interphasique  qui BN =7 [« [V SN Ta Tyl ofKe [SWole] )70y IIG TV leT WL Tal WY DY NI oYe] 70, [T TR

précéde toute division cellulaire. - En se basant sur le fonctionnement des ADN polymérases, expliquer le principe de la
PCR.

e T Loy b el e TR ee) = e e [ AN B ) e e e o £ T (S VB ) o 1] 0 (S e S e e T e 1o =T - Estimer 'ordre de grandeur de la durée des différentes phases d’un cycle cellulaire a
avec un faible taux d’erreur qui assure la conservation globale de I'information génétique. partir de résultats expérimentaux.

Les connaissances sur les’ADN polymerases ont permis d'élaborer dessmethodes d amplification in el )17y XS e [SYNT] 1T T vty L W T[S Tl W WeloTa i o) (e [V 7ol SN el | [F] TN

vitro de I'ADN. - Représenter la structure d’'un chromosome métaphasique (centromére, télomeére,
kinétochore).

e e o e e |V E T e o e e | (V] (S e Ve = eled g o =y e b Lo T o) g B = e e T T g T e = Ba g BTe= g1l E - Expliquer comment le processus mitotique, et en particulier le fonctionnement du
e e e e [T e TS e = e By B R Rt (o) e ol g i B R e B T [ T S =R 1 fuseau de division, permet I'égale répartition des chromosomes, donc de I'information
équitablement entre les 2 cellules filles au cours de la phase M. Le cycle cellulaire est controlé. génétique.

Le passage d'une etape a‘une autre est sous le controle de signaux extracellulaires et de facteurs e[V /y= gl (W Ie Yo NN T« [l foTel]y [ Wl Yo7 A [ M (<1 2TV IS Y [0 44 oT g 7o7o] 0) G =T
internes notamment liés a I’'intégrité de I'information génétique. - A l'aide de différentes techniques microscopiques, repérer les différentes phases de la
mitose, I'organisation des chromosomes et du fuseau de division.

R e T g ety L=l T (TS e e T g e e (S e e e [T = e el e e S g (e el e - Expliquer comment le processus méiotique permet d’aboutir a 4 cellules-filles
prophases de mitose et de méiose I. haploides a partir d’'une cellule-mére diploide.

- Représenter schématiquement les caractéristiques cytologiques et chromosomiques
Le processus mitotique assure une égale répartition des chromosomes entre les deux cellules-filles Je[-NEW TSR

e e T T T (T L e dee (= e e R e L - A aide de différentes techniques microscopiques, repérer les différentes phases de la
séparation des deux cellules filles. méiose, I'organisation des chromosomes et du fuseau de division.

La méiose est une série de deux divisions successives précédée par une interphase. Elle permet de

passer d'une phase diploide a une phase haploide. C’est une des étapes de la formation des gameétes

et des méiospores chez les organismes a reproduction sexuée.
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

Il. Les mécanismes moléculaires de la réplication,
une reproduction plus ou moins conforme

A.  La réplication de TADN, un processus semi-

I. Le cycle cellulaire des Eucaryotes conservatif
A.  Le réle des divisions au sein du cycle cellulaire B. Lobservation d’ceil de réplication chez les eucaryotes
et les procaryotes
B. La particularité des cellules souches
Les etapes de la réplication
C. Les phases Gl et G2 du cycle cellulaire
. Les erreurs de copies et les mécanismes de
D. La phase S, réplication de TADN corrections
E. Laphase M du cycle cellulaire E. Le principe de la PCR et ses applications
F.  La quantité d’ADN au cours du cycle
G. Lexistence de points de controdle du cycle cellulaire IIl. La mitose et la méiose: des divisions

conduisant a une répartition de 'information
génétique
A. Les différentes étapes de la mitose et de la méiose

B. Le role du cytosquelette dans la division cellulaire
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

A.
I. Le cycle cellulaire des Eucaryotes
A.  Le role des divisions au sein du cycle cellulaire B.
B.
C.
D.
E. E.
F.
G.

A.
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I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES

A.LE ROLE DES DIVISIONS AU SEIN DU CYCLE CELLULAIRE

= Les 3 grands roles des divisions cellulaires chez
les eucaryotes :

» Reproduction

, A 60 urn (300 x)
» Deéveloppement et croissance e —

» Renouvellement tissulaire

Divisions et renouvellement tissulaire : épiderme et cellules sanguines (MO, colorations)

Divisions et reproduction :
amibe (MO) et levure (MEB)
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I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES
A.ROLES DES DIVISIONS

" La régénération chez certains pluricellulaires.
Ex : axolotl, végétaux...

mﬂ\- i
Milieu de vie naturel des axolotls : lac de haute altitude
(ex: lac Xochimilco, Mexique) ou lacs de cratéres volcaniques Axolotl (Ambystoma mexicanumi), amphibien
urodéle (gardant une queue a 'dge adulte)
Témoin

-. a A A A‘ K (

Régénération d’un membre chez I'axolotl
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

A.
I. Le cycle cellulaire des Eucaryotes
A B.
B.
C.
D.
E. E.
F.
G.

A.
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I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES

B. LA PARTICULARITE DES CELLULES SOUCHES Cellule ‘
souche ,,4, ) ‘

= Les cellules capables de se diviser sont
majoritairement des cellules souches (CS).

Cellules
souches

Cellule souche :nf. cellule indifférenciée capable de se diviser /]
pour donner une cellule identique a elle-méme + une cellule :. . {

capable de se différencier

Cellules
différenciées

'CS totipotente | CS capable de donner tous les

= |l existe différents types de cellules ) , )
(zygote) types cellulaires de 'organisme

souches aux capacités de différenciation
+/- grandes.

CS pluripotente

G2

types cellulaires de I'organisme

Cellule capable de donner un seul

CS unipotente )
type cellulaire

CS capable de donner plusieurs )

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 8



Cellule Souche
Hématopoiétique
(CSH)

I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES ; —

¥
B.LA PARTICULARITE DES CELLULES SOUCHES ‘. Cellule Souche = Callue Souche
k/) lymphoide : CFU-L Q) myéloide : CFU-GEMM
Exemple :la lignée hématopoiétique et le | | | i\ i’\ v l\ /L\
renouvellement des cellules du san ? f f f |
: 0000 @
F'rogenlteur ngemleur Progéniteur  Progéniteur  Progéniteur  Progéniteur CFU-GM
BFU-E CFU-MK CFU-B Eo
= Lignée hématopoiétique : ensemble des cellules ) [ /A\l
dérivant d’'une CS hématopoiétique, qui donnent les @ @
différentes Ce"llles du Sang. Prg?:égitgur Pmc?:?lﬁur

* L’hématopoiéese (production des cellules sanguines): lieu

dans la moelle spinale (épiniére) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ()

Proérythroblaste Megacaryoblaste Myéloblaste Myéloblaste  Myéloblaste  Monoblaste

» CSH: pluripotentes l l l l l

» CS lymphoides et myéloides : pluripotentes

» Les progéniteurs = cellules déterminées . ° . . . .
Erythroblaste ~ Mégacaryocyte Myeloblase Myeloblaste Myelcblaste Promonocyte

Y ”T.'e I

Lymphau:yte Lymphocyle Erythrocyte Thrombocyte Granulocyte Granulocyte Granulocyte Manocyte
basophile éosinophile neutrophile

» Les cellules du sang = cellules différenciées.
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Vidéo : National Ce“ diVISion

Institute of Genetics

Suivi de division cellulaire au cours du
temps par MO, chez :

Un fibroblaste (en haut)

une bactérie Escherichia coli (en
bas) Animal cells

Divisions cellulaires beaucoup plus
rapides chez les bactéries (~20 min) que
chez les eucaryotes (~2h)

Certaines cellules différenciées peuvent
aussi se diviser mais cela passe par une

dedifferenciation
15 18

speed( log,q)
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

A.
I. Le cycle cellulaire des Eucaryotes
A B.
B.
C. Les phases Gl et G2 du cycle cellulaire
D.
E. E.
F.
G.

A.
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TEST
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Replacez les noms des différentes phases du cycle cellulaire




I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES
C.LES PHASES G| ET G2 DU CYCLE CELLULAIRE

Introduction

7.

8.

Séparation équitable du
matériel génétique

Division des organites
Croissance

Synthese de protéines
Transcription des genes

Séparation +/- équitable du
cytoplasme

Duplication des centrosomes

Réplication de ’ADN

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Associez les évenements aux phases correspondantes

Division cellulaire

Interphase




I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES {S
C.LES PHASES G| ET G2 DU CYCLE CELLULAIRE G

Introduction

e Séparation équitable du matériel génétique
e Séparation +/- équitable du cytoplasme
*  Transcription des genes

*  Synthése de protéines .‘-\Division
* Croissance \

* Division des organites

* Transcription des genes
*  Synthese de protéines
e Croissance
Interphase  Division des organites

* Réplication de TADN
*  Duplication des centrosomes

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 14




I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES

C.LES PHASES G| ET G2 DU CYCLE CELLULAIRE

I. Présentation générale des phases G1 et G2

Phases G| et G2 = Phases de croissance, synthéses de protéines utiles pour la
réplication ADN
Historiquement, études concentrées sur phases S et M

» phases intermédiaires peu étudiées

» phases apparemment silencieuses « Gap » (= intervalle), G| avant la
réplication et G2 entre la réplication et la mitose.

En réalité, tout au long des phases G1, S et G2, la cellule subit des modifications
— préparation aux futures étapes du cycle.

Phases G| et G2:

»  cellule augmente de volume durant ces phases.

» Production de nouvelles molécules ( lipides membranaires , protéines
structurales, protéines impliquées durant la réplication de 'ADN (ex : ATP
synthase) et des histones, synthétisés en fin de G

» organites (mitochondries, réticulum endoplasmique) se dupliquent.

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Masse
relative G1 S G2
32—
Protéines
16 —
ARN
8 |
ADN == o
2
I I !
0 8 16 24

Heures

Modifications des quantités de protéines, ARN
et ADN au cours de l'interphase (G1, S, G2)
(d’aprés Richard, 2012)




I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES
C.LES PHASES G| ET G2 DU CYCLE CELLULAIRE

2. Le chromosome interphasique, un état de compaction variabl B

Euchromatine

Heétérochromatine

Enveloppe nucléaire

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE




I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES {5
C.LES PHASES G| ET G2 DU CYCLE CELLULAIRE &

2. Le chromosome interphasique, un état de compaction variable

JINONON O

Double hélice d'ADN
(2nm de diametre)

-

S
particule du noyau
du nuCléosome  Histones

‘ "\\\‘ Histone H1
\

_"1.(_-.;.'\._ e O Ry LY . “v, S _r ) _" . - Y- > ‘ AT 4 (8 SOUS"unnéS)

oy :~._"‘:_ N ey Sy e et Yo g > D ST a

SNSRI VA STATIN e B L O ET e RS M Tl N
RS Iy R P i Re' s GNP P
t‘\,r:&"7 ‘;‘:}: ’;,‘J‘...-!.‘. woen ey TR e e s 1; , -
"":0’._: 0 .;."..' ) LR 2ok A Wl A _..;'..'Qf't e \:.i.\_' -
PR A 14 A > . s i » “-.‘._'\ .\ s ~ \/
' 9':.:‘:‘ (:‘{-: c."". \ & "“".'—"' g s o ."'—'-":‘.:'.‘.. i\'\n‘.:- — /

. L = ‘ RO o Z A NN e ; "

R L £ S WPy, B @-C g 8 B W Filament de nucléosomes

o8 RN S, Jry, ! de diamét

' («c(




I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES &
C.LES PHASES G| ET G2 DU CYCLE CELLULAIRE &t

2. Le chromosome interphasique, un état de compaction variable

NTTYheT A" 31 6 1, 0% L eI 7L ".' ey, S Sore 4. % W'
L L :, . 'ls' ) : ~: “—'-\",- ’x
1457119 Nucléofilament = fibre de |1 nm [+ %

n"’.‘f ' o o oA ’ o) ".' . -"‘-.. ’ .,.'-‘. ... 'q-. ' O .-"‘ '-'- » ..“..‘w ".‘.' I
:',0‘.,'\ A AN V- P SR a2 NGNS ' ,.l £ P SN :’ = EUChromatlne
.,_-".":‘v‘.':' e . "'O""’." ’Q"" '0 SRS o TR L

g " e, » i o =

P '“‘“'-6 ; .‘...-.’:‘ ¢ “9‘ .-“Aﬁ-u‘

rv« w L~ y . " B i )8 "--.."'4 5 O = 2 ALY T
e G

S e Hétéerochromatine

s 34

BCPST | - ENRad S FEIPARAL DI AIR{g/aire: Masson ; 1996




I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES {
C.LES PHASES G| ET G2 DU CYCLE CELLULAIRE

2. Le chromosome interphasique, un état de compaction variable

Euchromatine forme active Euchromatine forme inactive ou hétérochromatine
Type _ Euchromatine inactive Hétérochromatine facultative vs
constitutive
Structure Nucléofilament = collier de perle = fibre de || nm Solénoide = fibre de 30 nm
Aspect MET clair sombre
Diameétre ¢l nm ¢30 nm
Condensatio + ++ ++
n
Localisation dispersée dans le noyau dispersées dans le noyau position périphérique dans le noyau
Expression Expression des genes (forme active) Répression des genes (forme inactive)
Réplication précoce en S tardive en S

Illnm+_H|>

+ interactions
queues N-ter

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 4 =25« 0 o m i LN MY 19




LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES

C.LES PHASES G| ET G2 DU CYCLE CELLULAIRE

3.

Comparaison des cycles cellulaires de différentes espéces, cas des phases Gl et G2
1 sphase [ mitosis [ cytokinesis

0 0
human d ¢G29 [

UM gy (1 s (] L ] S—
cell 0 18 36

hours

- [ - - O -

— ] — 1 ] —
Xenopus |l = = =3 =3 —
0 1 2

embryo

hours
= Divisions beaucoup plus rapides pour des cellules d’embryon de Xénope que pour des cellules
somatiques humaines car :

» Durée de S et M plus courte
» Pas de G1/G2

> Chez ’embryon de Xénope : multiplication rapide des cellules sans expression des génes

.zygotiques (avant la transition blastuléenne cf BCPST2)

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

A.
I. Le cycle cellulaire des Eucaryotes
A B.
B.
C.
D. La phase S, réplication de TADN
E. E.
F.
G.

A.
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I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES {<h
D.LA PHASE S, REPLICATION DE L’ADN

I. Présentation générale
= Phase S = synthese ’ADN

Division

= ADN répliqué - deux copies de I'information initiale.

= Chez les eubactéries a ADN circulaire > une seule origine
de réplication (appelée Ori C)

= Chez les eucaryotes (a chromosomes linéaires) - les
origines de réplication sont multiples

= limiter le temps de réplication

= Protéines histones liées a 'ADN

» celles de '’ADN initial réparties dans les deux cellules filles (\J\/
Interphase

» d’autres histones néo synthétisées (phase Gl) s’y ajoutent
ensuite.

Réplication des centrioles
» deux centrosomes

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 22



I.LE CYCLE CELLULAIRE DES EUCARYOTES x

D.LA PHASE S, REPLICATION DE L’ADN

2. Analyse de document, tracage avec la
thymidine tritiée

Protocole :

" Des cellules HelLa en culture ont été soumises a un pulse-

chase :

» Pulse : incubation 30 min dans un milieu contenant de

la thymidine tritiée (3H-Thymidine)

» Chase : incubation dans un milieu non marqué de

durée variable.

= Elles sont ensuite fixées et préparées pour autoradiographie.

= La boite de culture a été balayée pour identifier les cellules

qui étaient en mitose au moment de la fixation.

= Le graphique représente le pourcentage de ces cellules

contenant des chromosomes marqués.

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

quées

Poucentage de mitoses mar

100
80
[ ]
n
g o0 S
S
e
g 40 ® L4
S
o
20 ?
®
| | | | | |
5 10 15 20 25 30

Heures aprés I'addition de thymidine 3H

Cellules Hela :lignée de cellules cancéreuses (« immortelles »).
Elles proviennent du prélevement d’une tumeur effectué en 1951
chez une patiente afro-américaine, Henrietta Lacks, sans son
consentement.

PAE]




5 _________________________________________|
D.LA PHASE S, REPLICATION DE L’ADN %

2. Analyse de document, tracage avec la thymidine tritiée

pulse T, T, T, T, T, T, T,
l | ! ! | !
l — l l I\ | l
Gl S “erm ) GIy S G2 0 0
l | l l | l
Gl S 1 G2 Gl S| G2 !
l | l l | l *
Gl st I me Gl | LR eyl |
l | l l | l
Sl . S merilN Gl | s &M
2 l l l l r l
% 100 . . ’ p 3
g 80 [ [
g 60 Pas de Marquage +
E marquage
% 40 v v v v v
g 20 Marquage +++ Marquage + Marquage ++
T

Heures aprés I'addition de thymidine 3H
BCPST! - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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I
2. Analyse de document, tracage avec la thymidine tritiée

Intensité de marquage des chromosomes
ou [H3-Thymine] dans le cytoplasme

CYt°PTaZ§: >@ e e
MmO @ © ©
@ ©® © o
@ @ O O
©® ©0© 0© O
@ oo T© T

Poucentage de mitoses marquées

100

80 |~

60 [~

40 — °

20 |- 2

L]
| | | | | I

5 10 15 20 25 30

Heures aprés I'addition de thymidine 3H

Cellules en M / non marquées

Cellules en M / marquage +++

Cellules en M / marquage ++

Cellules en M / marquage +
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

A.
I. Le cycle cellulaire des Eucaryotes
A B.
B.
C.
D.
E. La phase M du cycle cellulaire E.
F.
G.

A.
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E.LA PHASE M DU CYCLE

|. Place de la phase M dans le cycle cellulaire

= Phase M = séparation du matériel génétique (mitose au sens strict
ou caryocineése) puis séparation des cellules filles (cytocinése)

Division

= Mitose = division cellulaire — transmission conforme de
Pinformation génétique a deux cellules filles.

= Etape temporellement plus courte que les autres phases du cycle
cellulaire

» réplication préalable nécessaire a la transmission
équivalente de cette information.
= La mitose comprend plusieurs étapes, qui permettent
successivement de :
Prophase

Prométaphase Interphase (\J\/

Métaphase
Anaphase
Télophase
Cytocinese

YVVVVYYVY

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE




E.LA PHASE M DU CYCLE

2. Le chromosome métaphasique

L Télomeére
A o:'::':'.;:o ':.:':._:"‘?.:'
I...f' i-.. ,.""I l"‘.\ c R R R
*4 by onstriction secondaire
Brascourt(p) | | |
4 Il ! _J".
4 _.'J.i.l;_- Centromere (constriction primaire)
(A
|'I. III II
|
Bras long (q) .' |' 2
[ |
|I | | |
| l

Chromatide

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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E.LA PHASE M DU CYCLE

2.Le chromosome métaphasique

* DocA :Chromosome | humain métaphasique observe
en microscopie électronique a divers grossissements

* Doc B :chromosome métaphasique de Xenopus
condensé in vitro, puis marquage de la en
vert. Les chromatides sceurs apparaissent en rouge.

* Image A-a:
» On note la structure générale du chromosome
bichromatidien, avec le centromere bien visible.
» La condensation est variable le long du
chromosome, mais équivalente d’'une chromatide
a 'autre.
* Image A-c:
» Des replis en boucle de la fibre de chromatine

sont visibles = microconvules 4 I
- La cohésine permet de maintenir les 2
= ImageB: chromatides sceurs collées I’'une a ’autre
> La cohésine est présente tout le long du - In vivo, elle est présente uniquement au
chromosome et semble située entre les 2 niveau du centromere
chromatides sceurs g J
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E.LA PHASE M DU CYCLE

2. Le chromosome métaphasique

Rappel

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Boucles de Boucles de
chromosome étalé chromosome natif

Chromosome

Télomere
Microconvule

O‘
r\gl'IJ' :
~50 kb

R

(1IN
o .

Centromere
_— avec cohésine
9 et kinétochore
. ee ETP
Solénoide \..rnn,o
$30nm =
s (
Charpente =, Q
-
protéique

Y T Télomere
] |
300 nm 700 nm

1,400 nm
Modéle de l'organisation du chromosome métaphasique (in Lehninger)
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

A.
I. Le cycle cellulaire des Eucaryotes
A B.
B.
C.
D.
E. E.
F.  La quantité d’ADN au cours du cycle
G.

A.
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F.LA QUANTITE D’ADN AU COURS DU CYCLE 53

. Données apportées par la cytomeétrie en flux

La cytométrie en flux (flow cytometry) : technique qui permet
d'étudier rapidement certaines caractéristiques d'un grand
nombre de cellules (plusieurs dizaines de milliers).

Principe :
= Passage d’un flux de cellules (en suspension)

devant un laser.

= Deéviation (+/-) du rayon du laser - en fonction
des propriétés des cellules (taille, densité...)

= Analyse des rayons lumineux modifiés par
I’échantillon

= Certains appareils permettent également de
trier les cellules en fonction de leurs propriétés

Applications : tri cellulaire par FACS (fluorescence-
activated cell sorting )

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Injection des b (  Soluté
cellules fluorescentes | . physiologique

[ Lentille ]

O OO O O - - O O

+ 4 4+

| O

oo 0
-

'ﬁ - - )
ﬁ -vrpa-n-v_l_o-l

Principe du FACS (fluorescence-activated cell sorting), un
type de cytométrie de flux

Intérét : étude d’'un grand nombre de cellules =
statistiques fiables 3




F.LA QUANTITE D’ADN AU COURS DU CYCLE 63

I. Données apportées par la cytomeétrie en flux

o - _
= FSC : lumiere diffractée mesurée I

en face du rayon laser FSC : Forward SCattor le détecteur est presque aligné avec le laser,
> S taille des cellules Evalue la taille dos cellules il se trouve dans le céne de lumiére diffractée
Paramétre FSC

= SSC :|lumiere diffractée, mesurée
sur le coté
» granularité de la cellule
(~densite) dor el it

il se trouve dans la zone de lumiére

largement diffractéo
* Fluorescence "

— position approximative

SSC : Sido SCattor Evalue la granularité —— du détecteur

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 33
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F.LA QUANTITE D’ADN AU COURS DU CYCLE

2. Résultats de cytomeétrie de flux

Protocole

* Marquage de cellules humaines a cycle cellulaire
asynchrone par de l'iodure de propidium (petite
molécule fluorescente s’intercalant entre les bases

de PADN)

* Mesure de lintensité de la fluorescence pour
I’ensemble des cellules.

“ Les 3 zones indiquent des quantités d’ADN/cellule
différentes ; elles correspondent aux différentes
phases du cycle cellulaire

= La difféerence d’abondance en cellules pour chaque

phase donne une indication de la durée de chaque
phase.

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Nombre de cellules
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200 400

Intensité de la fluorescence

U
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F.LA QUANTITE D’ADN AU COURS DU CYCLE

3. Bilan sur la quantité d’ADN au cours du cycle cellulaire

Evolution de la quantité d’ADN par cellule
(unités arbitraires) i

G2 (M|
SN

Gl

2n " i i - E oooooo

4n

> Temps

P - » «
<« » ¢——» <

Interphase Mitose Interphase
BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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F.LA QUANTITE D’ADN AU COURS DU CYCLE {or

3. Bilan sur la quantité d’ADN au cours du cycle cellulaire

e Séparation équitable du
matériel génétique
»  Séparation +/- équitable

du cytoplasme
*  Transcription des genes

*  Synthése de protéines
* Croissance
* Division des organites

Division

* Transcription des genes
* Synthese de protéines
e Croissance

* Division des organites

Interphase W

* Réplication de TADN
*  Duplication des centrosomes

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 36



SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

A.
I. Le cycle cellulaire des Eucaryotes
A B.
B.
C.
D.
E. E.
F.
G. Lexistence de points de controdle du cycle cellulaire

A.
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INTRODUCTION
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Entréeen M

Interphase

Entrée en S

Division

{cr
&
*Points de controdle du cycle

S dert
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G. L’EXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE @

I. Présentation générale des différents points de controle

Chromosomes

. . A fixés a la plaque
= Plusieurs points de controle peuvent métaphasique
. \ . * Réplication '
interrompre le passage a la phase suivante du terminée Actif | Inactif
. ¢ Intégrité
cycle cellulaire: de 'ADN

» Intégrité de ’ADN : si lésion de 'ADN
—> pas transition GI/S LADN - ADN peut
étre réparé

fusorial |

ﬁ)int de controle|
|T°oint de contréle G, / M]

» Fin de la réplication : si défaut de réplication
— pas de transition G2/M - transmission
correcte de I'information génétique.

» Attachement des chromosomes

(&
% WFacteurs de
croissance
« Etat nutritionnel
de la cellule
e Taille de la cellule

métaphasiques au fuseau de division : si
mauvais alignement -> interruption de la

mitose , pas de transition M/G
Exemples de points de contrdle du cycle cellulaire

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 39
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G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

2. Mise en évidence expérimentale d’un point de contréle S x

Des cellules de mammifére en culture
ont été traitées par de la caféine, de

I’hydroxyurée, ou les deux associées.

L’hydroxyurée bloque la synthése ’ADN.

Contrdle ) MITOSE NORMALE

+ caféine ) MITOSE NORMALE

+ hydroxyurée ARRET EN PHASE S

+ hydroxyurée
+ caféine

-] MITOSE SUICIDAIRE

= La caféine n’a pas d’effet sur la mitose
= L’hydroxyurée inhibe la synthese d’ADN, suite a I'ajout d’hydroxyurée la cellule reste bloquée en phase S

= il existe un point de contréle S/G2
= La caféine leve l'inhibition du point de controle S/G2 alors que la synthese d’ADN est inachevée, aboutissant a la mort cellulaire

= En temps normal, il existe un point de contrdle (ici inhibé par la caféine) qui empéche la cellule de poursuivre son cycle si TADN

n’est pas répliqué

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

Vésicule germinative (noyau) Globule polaire | (GPI)
Ovocyte A progestérone o
donneur x
Méiose |
I N
| s
Ovocyte | .
maturation

Ovocyte A en
métaphase ||

Micro-injection de
Ovocyte B cytoplasme de I'ovocyte
receveur A en métaphase |l
Ovocyte | Provoque la
maturation

Expérience d'injection de cytoplasme entre des ovocytes de Xénope

L'injection du cytoplasme prélevé dans un ovocyte Il maturé (bloqué en métaphase Il) dans un ovocyte |, induit I'entrée en méiose
de ce dernier. Cette expérience montre que le cytoplasme de 'ovocyte A contient un composé, présent en méiose, et suffisant
pour induire le passage en méiose.

BCPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 41
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G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

Cellule en Cellule hybride (hétérocaryon) | Chromosomes
métaphase en métaphase x
(mitose)
il
Fusion des R0
£ o
Cellule en phase G2 f /
(interpihase)i 2 cellules {:-5 %
Noyau G2 g —
e LA LR

Noyau G2

Fibre chromatinienne
répliquée

Les fibres chromatiniennes se condensent et
I'enveloppe nucléaire se fragmente

Fusion d'une cellule en interphase (ici phase G2) et d'une cellule en métaphase (phase M)

Un facteur diffusible présent dans la cellule en phase M induit I'entrée en mitose (condensation des
chromosomes et disparition de I'enveloppe nucléaire) de la cellule en phase G2. Ce facteur est le MPF.

BCPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
https://planet-vie.ens.frithematiques/cellules-et-molecules/cycle-cellulaire/la-regulation-du-cycle-cellulaire



G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

Cellule en Cellule hybride (hétérocaryon) 2:2‘;2‘;:‘:;;5 I x
métaphase
(mitose) e

Cellule en phase G|
(interphase)

Noyau G|

Fibre chromatinienne
non répliquée

Les fibres chromatiniennes se condensent Noyau Gl
et 'enveloppe nucléaire se fragmente

Fusion d'une cellule en phase GI avec une cellule en phase M

La fusion de toute cellule en interphase (méme en phase Gl ou S) et d'une cellule en phase M induit la
condensation des chromosomes et la disparition de I'enveloppe nucléaire.

BCPST| -ENCPB - STEPHANIE DACAINE
https://planet-vie.ens.frithematiques/cellules-et-molecules/cycle-cellulaire/la-regulation-du-cycle-cellulaire
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Fibre chromatinienne

Noyau S (chromosome) en
coursouenfinde | Cellule hybride (hétérocaryon) x
Cellule en phase S réplication

Noyau S

(interphase)

Cellule en phase G|
(interphase)

Noyau G|

||| Noyau G|

Synthese d’ADN puis entrée en mitose:
la réplication de la fibre chromatidienne
est induite

Fibre chromatinienne
non répliquée

Fusion d'une cellule en phase G1 (avant réplication) et d'une cellule en phase S (en réplication)

Un facteur contenu dans le cytoplasme de la cellule en phase S agit sur les fibres chromatiniennes de la cellule
en Gl pour induire la synthese d'ADN.
Il existe donc, dans le cytoplasme des cellules en phase S, un facteur de stimulation d'entrée en phase S.

BCPST| - ENERB~=STERHAMHE-DALAHNE A
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G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

Fibre
Noyau S chromatinienne »
Cellule en phase S (chromosome) en | Cellule hybride (hétérocaryon) x

(interphase) cou:z;rcaet?::‘n de Noyau S
Fusion des /
Cellule en phase G2 .
(interphase)
Noyau G2
Noyau G2

Pas de modification de la
chromatine: on n’observe pas de
nouvelle synthése ’ ADN

Fibre chromatinienne
répliquée

Fusion d'une cellule en phase S et d'une cellule en phase G2 (apreés la réplication)

( )
Le facteur contenu dans le cytoplasme de la cellule en phase S n'agit pas sur les fibres chromatiniennes déja
répliquées : ce facteur n'est pas actif sur des cellules ayant déja répliqué leur ADN.
Il existe donc un mécanisme qui bloque toute nouvelle réplication tant que la mitose n'a pas eu lieu.
- , J
BCPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 45

https://planet-vie.ens.frithematiques/cellules-et-molecules/cycle-cellulaire/la-regulation-du-cycle-cellulaire




G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

BILAN: DEUX POINTS DE CONTROLE IMPORTANTS

Division

l ’ Interphase

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE E%
Division
3.Le point de contrdole G2/M ‘ + u
Cycline B Cdkl
inactive
{5 o
& Association
Interphase
= Cycle cellulaire sous controle de différents complexes protéiques MPF
constitués de la méme maniére :
» une cycline de [C] variable au cours du cycle cellulaire active
» une Cdk, Cyclin-dependant kinase
= Entrée en mitose sous dépendance du MPF (Maturation Phosphorylation
Promoting Factor) constitué du complexe Cycline B/Cdkl. de substrats
* Le MPF activé phosphoryle de nombreux : "
> Les - condensation de ’ADN ;
> Les —> désagrégation du noyau

> Des —> assemblage du fuseau mitotique. ‘ ; ]

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 47



Mitose Mitose Mitose

G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE
DU CYCLE CELLULAIRE

4 ik S

3.Le point de controle G2/M Interphase Interphase Interphase
= Evolution de I'activité de certains facteurs au cours des divisions Activité MPF Haute
synchrones de 'embryon de xénope.
> alternance de mitose et interphase des cellules. BASSS
> mesure de l'activité du MPF
> : concentrations en cycline.
Cycline Haute

* Le MPF a une activité cyclique avec un pic pendant la mitose, une
activité basse et constante en interphase

Basse

Karp G. Biologie cellulaire et moléculaire 2e édition. De Boeck ; 2004

» Concentration en cycline cyclique : elle augmente progressivement
en interphase, atteint un maximum pendant la mitose puis diminue
jusqu’en fin de mitose

Le MPF (maturation promoting factor), est constitué
de deux sous-unités :

v/ une sous-unité a activité de kinase

v’ une sous-unité appelée cycline.

*  Or le MPF est constitué en partie de cycline

Cdk 2
Cyeline E

Cdk 1
4
Cycline B\

Y

~Jaux de
Tomplexe

L’activité du MPF serait liée a son association | Cdk 4
a la cycline; elle apparaitrait au-dessus d’un Cycline D
certain seuil de [cycline]

Cdk 1

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE G1 point de restriction S M 48



G. L’EXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE
3.Le point de contréle G2/M 53

Différents moments d'action pour différentes Cdk

declenchement el progression ;}-:]mf:
de la phase 5 r C:,ﬂ:lmbh ] ﬂ‘ﬂﬂs ]’ Cyeline A J
A TES... [ P R
EDH est
FEI'IJII.EI
i :

transitton Gl / 5

f C}’Elll‘lﬂl:l _]

progression de la phase Gl

—
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| ) |

p1 5|NK4b
p16™ee CDK4/6
P42 /] gARF | e, |
p1gINKe (CyclinD)
p1 9|NK4d
-

Go '\
’ G, CDK2

I 4 . : p27Klp1
(CyclinE) p57%e2

p21 Cip1/Waf

M/G; checkpoint --

--------- G,/S checkpoint
p27Cip1/Wat ., CDK1
l p27%e" } '(Cyclin B) CDK2.

S (CycllnA):

G2 /M checkpoint 3

P27 Cp1/Wef [ CDK1
p27%! ‘(CyclinA)

Go, G1, G2, S, M : phases du cycle cellulaire
CDK, cyclin, p15, p16... : protéines impliquées dans le contréle du cycle cellulaire

checkpoint : point de contrdle —] Lien d'inhibition

Vue générale du cycle cellulaire et des régulateurs des points de contrble chez les eucaryotes
D’aprés Schirripa et al., Frontiers in Oncology, 2022.
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G. L’EXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE
3.

Le point de controle G2/M

Expérience | :

De nombreuses expériences de mutations sur des
levures ont permis d’identifier deux genes cdc25

et weel, susceptibles d’intervenir sur le point de
controle G2/M.

On suit le devenir de plusieurs populations de
levures Saccharomyces pombe mutées ou non pour
les génes cdc25 et weel, puis on marque leur paroi
de facon a déterminer leur taille et I'éventuelle
présence de septum (paroi transversale se
mettant en place lors de la scission en deux
cellules filles).

-

.

CDC25 promeut ’entrée en mitose alors
que WEEI Pinhibe.
- lIs jouent des roles antagonistes

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Document | : observation de levures S. pombe sauvages et mutantes pour x%

cdc25 et weel (microscopie a fluorescence).

Wild 4ype

Cellules moyennes,
avec septum
- Mitose normale

cdcZ2d mutant

Cellules allongées,

sans septum

- Mitose bloquée

-> CDC25
promeut
’entrée en
mitose

wee 1 mutant

Cellules courtes, avec

septum

—> Mitose précoce

- WEE inhibe
’entrée en
mitose
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G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

3.Le point de contrdole G2/M
Expérience 2 :

Des cellules humaines de la lignée Hela sont synchronisées

en métaphase par incubation en présence de nocodazol,

substance antimitotique dépolymeérisant les microtubules.
Elles sont ensuite transférées sur un milieu sans nocodazol
puis l'activité du complexe cycline B/Cdk| et de la protéine
weel est testée toutes les deux heures par détection de
leur produit enzymatique par Western blot.

(.

=  WEEI est actif pendant l'interphase

Le complexe Cdkl/cycline B est actif pendant la mitose

= Cdkl/cycline B et WEEI ont une activité
complémentaire dans le temps

» Hypotheése :ils joueraient des réles antagonistes

~

/

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Document 2 : mesure de l'activité de cycline B/Cdk1 et weel au
cours d’un cycle cellulaire
% M-phase = proportion de cellules en phase M a lI'instant donné

i

interphase M
ﬁ > ff—
100 -~
& 79
(7]
&
S 50 -
=
o 25 -
o— 1 1
10 12 24
Time (hours)
M interphase M
) )
0o 2 4 6 8 10 12 24 |

Activité kinase

de cycline B/Cdk1
e, Ll .

| M interphase M
—
0 2 4 6 8 10 12 24

ﬁﬁmmww

Activité de wee1
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G. L’EXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

-

3.Le point de contrdole G2/M x
o 0 6 12 24 36 48 (h)

Expérience 3 Weel & & 4 e - . .

L'application sur des kératinocytes de souris d’une

forte dose en vitamine D3 diminue la prolifération Cdk| phosphorylé . . . . - .

cellulaire par blocage en phase G2. Cal ‘ . . .

On incube des kératinocytes en culture avec une .

forte dose de vitamine D3 puis on réalise a différents Acunew

temps d’incubation un Western blot avec des

anticorps anti-Weel, anti-Cdk| non phosphorylé et Document 3 :Western blot de cultures de kératinocytes

anti-Cdk| phosphorylé. incubées en présence d’une forte dose de vitamine D3.

Au cours du temps dans des cellules bloquées en G2 :

=  WEEI s’accumule prothése :
= La quantité de Cdkl non phosphorylé diminue WVEE| serait res.ponsable de la
= La quantité de Cdkl-P augmente phosphorylation de Cdkl

» Cdkl est de plus en plus phosphorylé au cours du temps
» Il 'y a une corrélation entre I"accumulation de Cdkl-P et celle de WEEI

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 53



G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE
3.Le point de controle G2/M

Expérience 4 :

La protéine CDC25 est produite et purifiée a partir d’'une souche .

bactérienne transgénique dans laquelle on a inséré le gene cdc25. . -

Les études biochimiques de cette protéine montrent qu’il s’agit . .
d’'une phosphatase, enzyme capable de déphosphoryler son

substrat.

On incube un extrait cytosolique de cellules humaines Hela en 1 2 1 2
présence de protéine CDC25 purifiée puis on réalise un Western
Blot du produit d’incubation en présence d’'un anticorps dirigé
contre Cdkl (protéine totale) et contre I'un des produits de

Document 4 :Western blot d’extraits cellulaires Hela.

Le sens de migration est indiqué par une fleche.

phosphorylation de Cdkl permettant d’évaluer I'activité de Cdkl. A : anticorps dirigé contre Cdk | total
*Puits |, sans CDC25 ;
Décrire et interpréter ces résultats *Puits 2, en présence de CDC25.
Reéaliser un schéma bilan décrivant les roles de Weel et B : anticorps dirigé contre un produit d’activité de Cdk
Cdc25 dans la transition G2/M. *Puits |, sans CDC25 ;

*Puits 2, en présence de CDC25.
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G. L’EXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

3.Le point de contrdole G2/M

Expérience 4 :

La protéine CDC25 est produite et purifiée a partir d’'une souche

bactérienne transgénique dans laquelle on a inséré le gene cdc25.

Les études biochimiques de cette protéine montrent qu’il s’agit
d’'une phosphatase, enzyme capable de déphosphoryler son
substrat.

On incube un extrait cytosolique de cellules humaines Hela en
présence de protéine CDC25 purifiée puis on réalise un Western
Blot du produit d’incubation en présence d’'un anticorps dirigé
contre Cdkl (protéine totale) et contre l'un des produits de
phosphorylation de Cdkl permettant d’évaluer l'activité de Cdkl.

= En Pabsence de CDC25, Cdkl est présent mais inactif
= En présence de CDC25, Cdkl est présent et actif

» CDC25 promeut activité de Cdkl
» Hypothese : CDC25 déphosphoryle Cdkl, ce qui
I'active

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Document 4 :Western blot d’extraits cellulaires Hel.a.

i

Le sens de migration est indiqué par une fléche.

A : anticorps dirigé contre Cdk| total

*Puits 1, sans CDC25 ;

*Puits 2, en présence de CDC25.

B : anticorps dirigé contre un produit d’activité de Cdk |
*Puits 1, sans CDC25 ;

*Puits 2, en présence de CDC25.

Présence de Cdkl Activité de Cd!(l

< »

«

A IB

®q @

1 2 1] 2

- CDC25+ CDC25
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G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE
3.Le point de contrdole G2/M

Interphase
u inactif
\ | 7/ CDC25
7’ actif ~
Cdkl + cycline /7 \
B = MPF !!! '
Entrée en Mitose Mitose

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 56
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G. LEXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE 63
3.Le point de contrdole G2/M

surveillance G2 / M

/D

seuesiration

haiisse

_ﬁmrhV

Chkl - Chk2

~ ADN endommagé réplication en ‘M

Surveillance G2/ M ADN

https://planet-vie.ens.fr/thematiques/cellules-et-molecules/cycle-cellulaire/la-regulation-du-cycle-cellulaire

Si 'ADN est lésé, ou si la réplication n'est pas achevée, I'activation de plusieurs voies inhibitrices du complexe Cdk | / Cycline B
permet d'empécher l'entrée en mitose. Deux de ces voies sont illustrées ici.
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G. L’EXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

4. Bilan sur les points de controéle

* Les différents points d’entrée du cycle cellulaire sont régulés par des couples Cdk/cycline a activité
cyclique, du fait de la production cyclique de cycline.
* Chaque point de contrdle est associé a un couple Cdk/cycline différent controlé par d’autres

agents (p53, p21,Weel, Cdc25...).

" Les voies de régulation correspondantes reposent sur des cascades de phosphorylation.

Chromosomes
fixés a la plaque
métaphasique
* Réplication
tanpincs Actif | Inactif
o ntégrité
de ’ADN 4
T r
Aoy >4 Cdk / G C
< \¢ycline (MP A\
: Point de controle
'  fusorial
[Point de controle Gy / M|
Point de controle Gy / S| @
,éjl‘(
S 7 ‘._?g‘f;(
7 Cdk/ Gy ‘f,;»
cycliney /- >
D7
'r{// iz //74Of/,'(.
%’?)f
e Facteurs de
croissance
e Etat nutritionnel
BCPST! - ENCPB - STEPHANIE DALAINE de la cellule

¢ Taille de la cellule

Facteur de croissance

Q
e 0,
> QL)
QLA
el a g &
SO
=e
e,
g V. ¥a
'." '."’A =8
R

Récepteur de

P)
" o4
el | 0 M

Cascade de
la protéine
kinase P ‘

Chromosom,d

5

Cytoplasme Noyau __fx
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G. L’EXISTENCE DE POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE

4. Bilan sur les points de controle Séparation équitable du
e . matériel génétique
* Replication termince * Séparation +/- équitable

* Intégrité de TADN

du cytoplasme

*  Transcription des genes
* Synthese de protéines
e Croissance

* Division des organites
e  Chromosomes fixés aux

microtubules

* Transcription des genes
*  Synthése de protéines
e Croissance

» Division des organites

Interphase W
* Points de controle
du cycle * Taille de la cellule

* Facteurs de croissance

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE *  Etat nutritionnel de la cellule 59

* Réplication de TADN
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

Il. Les mécanismes moléculaires de la réplication,
une reproduction plus ou moins conforme

A.  La réplication de TADN, un processus semi-

L. conservatif
A B.
B.
C.
D.
E. E.
F.
G.
A
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INTRODUCTION

Toute division cellulaire est précédée d’une
réplication, étape durant laquelle le génome est
dupliqué a l'identique.

Attention, étude limitée ici aux Eubactéries.

Cycle cellulaire
(mammifere
24h)

il de réplicaon

Réplication : n.f. ensemble des processus de
synthese de I'ADN a partir d’'une matrice d’ADN
préexistante.

Chromosome en GI (I chromatide)

Gl

Comment ’ADN est-il répliqué a 'identique ?

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 6l



Il.LES MECANISMES MOLECULAIRES DE LA REPLICATION, UNE REPRODUCTION PLUS

OU MOINS CONFORME
A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF

|. Différents modeles

modéele conservatif modele semi- modéele dispersif
conservatif

Chaque brin des deux

La double hélice parentale Les deux brins de la double nouvelles molécules 'ADN

reste intacte et une deuxiéme | hélice parentale se séparent et contiendrait un mélange de

copie entiéerement nouvelle est | chacun d’eux sert de modeéle parties de FADN pere et de

créée. pour la synthése d’un nouveau parties nouvellement

, brin complémentaire. synthétisées.
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Il.LES MECANISMES MOLECULAIRES DE LA REPLICATION, UNE REPRODUCTION PLUS

OU MOINS CONFORME

A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF

|. Différents modeles

modeéle conservatif

a

N

X
/
AT

e

= 7
- 3 ¥y i
3 Q.C// B A

.
&

La double hélice parentale reste
intacte et une copie entierement
nouvelle est créée.

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

modeéle semi-conservatif

Les deux brins de la double hélice

parentale se séparent et chacun
d’eux sert de modele pour la
syntheése d’un nouveau brin
complémentaire.

modeéle dispersif

A

\
/
IINGNTNY

Chaque brin des deux nouvelles
molécules d’ADN contiendrait un
mélange de parties de 'ADN peére
et de parties nouvellement
synthétisées. .



A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF {5

2. La confirmation expérimentale de Meselson et Stahl (1958)

Protocole %
/ \ \l .I
= Obijectif : déterminer lequel des . Q@ Matthew Meselson (1930-)
modeles de réplication est correct L Wi Franklin Stahl (1929-)
- - T coli cultivées syr » Généticiens
{ :—,".:':_..__i milieu marqué au "°N B
= Modele :E. coli N ——
ADN d'E. coli devient
marque yniformément
] par les bases az?gées
= Meéthode : Meselson & Stahl contenant du N
combinent plusieurs techniques ,
Génération 0 Génération | Génération Il
nouvelles ... =
Tl @—— [ et ' »
, . . Ajout d'E. coli Cul
|) La culture de bactéries sur milieu | marquéesau N | E A 2e uleure sur
’ 15 VA dans du miliey T divisi IR divisi AT 14
contenant de ’azote lourd '°N ou contenant du' N} 3 I\;ISIon o n;lsnon générations
, 14 — S es
Ieger N cellules cellules
+ Synchronisation des divisions des Y l l l l V
bactéries o o .
Extraction d’ADN et ultracentrifugation sur gradient de CsCl
2) Ultracentrifugation de ’ADN sur col
gradient de densité de chlorure de ° :@1 l
césium (CsCl) SN Révélation aux

. UV 260 nm
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A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF @@

2. La confirmation expérimentale de Meselson et Stahl (1958)

Résultats attendus

Témoins

Ultracentrifugations sur gradient de CsCl

1,66
Gradient 1,710
de CSC| |’724

1,76

ADN lourd : ADN léger :
D=1,724 D=1,710
ADN hybride :

D=1,717

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

) . modele semi- ) . .
modele conservatif modele dispersif

conservatif

G,
/\ / Y
{\ 7\
” ﬂma mmg | Ig
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A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF
2. La confirmation expérimentale de Meselson et Stahl (1958)

Résultats obtenus

Révélation aux UV de I'expérience de Meselson & Stahl et
mesure du profil densitométrique (absorbance a 260 nm)

2.5

Générations

. 3,0 <

Gradient de densité 1,717

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

1,710 1,724

Schématisation des résultats

ADN 141 ___ S I S R A — - — - -----_l----- -
ADN hylride ---- =-I_ _r=
ADN 15N ----[W-—-—---- =1 1 = R -
R N N N e N N
0 05 1 15 2 25 3
ADN 14N ___J S I N — - - ----.-p------ -
ADN hykride ---- -~ pu—.-—- - m— o - -
ADN 15N -~ JW—---- =3 . e O . ==
N N e N N
0 05 1 15 2 25 3
66




A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF

2. La confirmation expérimentale de Meselson et Stahl (1958)

3. Résultats obtenus

. . modeéle semi- ) . .
modéle conservatif . modéele dispersif
conservatif

G,

1,724 |

¢

15 2 25

1,724

/\ /\ /\ /\ NP .
4 ’ A - Le modéle semi-conservatif
G est validé chez les eubactéries
2 1,710 1,710
724 1’717 1,716
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https://youtu.be/a2j-TqiILuw

A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF James Taylor
(1916-1998)

4. Mise en évidence du semi-conservatisme de la réplication dans

des cellules végétales (Taylor en 1957)
Expérience de Taylor (coll. Woods & Hughes)

= Objectif : démontrer que la réplication est
semi-conservative chez les eucaryotes

= Principe:
» Plantules de feve (Vicia faba) placées dans
une solution de thymidine radioactive =2
La thymidine pénetre dans les racines
dont les cellules se divisent activement et
est incorporée a ’ADN en cours de

synthese
» Transfert sur milieu non radioactif @ Tradioactivs
» Blocage a la colchicine a intervalle de @ Tron
radioactive
temps = | division cellulaire

» Observation par autoradiographie

Blocage a la colchicine
Observation des chromosomes métaphasique par autoradiographie
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A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF
ns.des lules B

4. Mise en évidence du semi-conservatisme de la réplication

59
végétales (Taylor en 1957) Q 2: ; }%

Résultats t : Premiére

100% métaphase
Pourcentage de de mitose
chromatides marquées %
.

t2:
50% & “ ’ & Deuxiéme

A 2 [ ' métaphase
\ ‘ de mitose
* .

o
“ Yy [
25% » % ix i t3:

e‘ ~ Troisiéme
: *’ : métaphase
” ‘ °‘ y de mitose
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A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF

4. Mise en évidence du semi-conservatisme de la réplication dans des ceIIuIes

végétales (Taylor en 1957)

Résultats

Brin d ADN non radioactif
S = réplication

M = mitose

@ = centromére

Gl

2 brins complémentaires ’ADN
formant une molécule ’ADN

= une chromatide

= un chromosome monochromatidien

*T
milieu
chaud

— 100%

—&

S

M
—) —) et

BCPSTI - ENCPB - STEPHANI 50%

M

—)

e

et

25%

Pourcentage de
chromatides marquées

et

'*w?

|

:\.

a
..\”.

& gt

s "

. },p

\,i

!f;ﬁt .
o=

A

o

tl : Premiére
métaphase
de mitose

t2:
Deuxiéme
métaphase
de mitose

t3:
Troisieme
métaphase
de mitose
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A.LA REPLICATION, UN PROCESSUS SEMI-CONSERVATIF %

4. Mise en évidence du semi-conservatisme de la réplication dans des cellules

végétales (Taylor en 1957) - ”‘, 3 ”.‘

Expérience de Taylor (coll. Woods & Hughes) % tl : Premiére
o D métaphase

= Résultats : X g‘ % de mitose
> Juste aprés marquage —> tous les ﬁﬂ w

chromosomes marqués, sur 2 chromatides 100% &t 9: P gﬁ‘ .
» Apres | division : tous les chromosomes "

marqués mais sur | seule chromatide ‘ : & Eupatie |
» Apres 2 divisions : 50% des chromosomes 50% “ »

’ Deuxiéme
s C

métaphase

fy de mitose
— Reésultats en accord avec le modele 25% \

semi-conservatif

- Le modéle semi-conservatif est
validé chez les Eucaryotes t3:

marqueés sur | seule chromatide

Troisiéme
métaphase

Mécanismes moléculaires de la réplication ? :
de mitose

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE ” I 4 k
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

Il. Les mécanismes moléculaires de la réplication,
une reproduction plus ou moins conforme

A.

B. Lobservation d’ceil de réplication chez les eucaryotes

" et les procaryotes
B.
C.
D.
E. E.
F.
G.
A.

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 72



B. COBSERVATION D’CEIL DE REPLICATION CHEZ LES EUCARYOTES ET AUSSI CHEZ LES

BACTERIES Cul John Cairns
ulture sur (1922-2018)
Travaux de Cairns (1963) - principe plusieurs
générations
= Selon le modele semi conservatif, chaque brin -
d’ADN sert de matrice pour former un brin P[/'T'll?‘;a?gfg

complémentaire lors de la réplication.

- Le double brin doit donc s’ouvrir.

= Objectif : visualiser 'ouverture de 'ADN lors Pulse

Temps

de la réplication N
Milieu avec I~ =)

f -

[T*] élevée {
= Moyens:

» Culture sur faible [thymidine tritiée] sur plusieurs
générations > faible marquage de ’ADN néosynthétisé Fixation

» Pulse = culture sur forte [thymidine tritiée] pendant une
courte période - marquage intense de ’ADN néosynthétisé Autoradiographie

» Observation par autoradiographie 1
\\_!_ ¥ Observation au MET
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B. COBSERVATION D’CEIL DE REPLICATION CHEZ LES EUCARYOTES ET AUSSI CHEZ LES
BACTERIES

* Lincorporation thymidine tritiée dessine un ceil

= Existence d’'un site unique a partir duquel les deux brins
se séparent

* Lceil s’agrandit au cours du temps

Travaux de Cairns (1963) - résultats

T =50 min DA
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B. COBSERVATION D’CEIL DE REPLICATION CHEZ LES EUCARYOTES ET AUSSI CHEZ LES

BACTERIES
T =50 min
Travaux de Cairns (1963) - interprétation .- ~

T =5 min T=12 min
T —> < bt
S o - - - ~ - P -
Ouverture de ’ceil Extension de I’ceil
de réplication de réplication

Brin néosynthétisé

Fourches de
réplication

il de
réplication

Double brin peu visible
a 'autoradiographie
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B. COBSERVATION D’CEIL DE REPLICATION CHEZ LES EUCARYOTES ET AUSSI CHEZ LES

Modéle de la réplication chez les
BACTERIES Eubactéries Réplication de ’ADN et division chez {o}

Modele les Eubactéries {o}

chromosome
bactérien

unique site : 'origine de réplication = OriC
> 245 pb |
» Séquence riche en AT

) . . i chrompsome
» Située au niveau du mésosome - By bactérien
dupligue
\ — Fourches de
// réplications

= Louverture de ’ADN crée un ceil de

réplication, constituée de 2 fourches de L l I | l
réplication qui progressent en sens opposé
S

= En fin de réplication, les fourches se L% M \ f
rejoignent en un point TER, situé a

'opposé de OriC

= Chez les Eubactéries, la réplication part d’un Te OriC bacter'ffnr?'e\[ mesosome

membrane
plasmique

L Septum en formation

—> 3 étapes:

initiation, élongation, terminaison Chez les Eucaryotes, plusieurs yeux
de réplication s’ouvrent en parallele
BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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B. COBSERVATION D’CEIL DE REPLICATION CHEZ LES EUCARYOTES ET AUSSI CHEZ LES
BACTERIES

Modele

adic 770, Réplication
P4 “?13 bidirectionnelle du
§ 3 chromosome d'E. coli. Les
S rg fleches fines indiquent la
7‘:_.‘_ (7 ter  progression des fourches de
Cogurd? réplication. La
microphotographie montre un
l chromosome bactérien lors de
/ sa réplication. Ce chromosome
A est comparable a celui
(ij}? ey schématisé sur la figure
5 3 adjacente.
; 3
3
y

- 3 étapes:
initiation, élongation, terminaison
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

Il. Les mécanismes moléculaires de la réplication,
une reproduction plus ou moins conforme

A.
l.
A B.
B.

C. Les étapes de la réplication
C.
D.
E. E.
F.
G.

A.
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

Structure en double

’. [ ] [ ] [ )
. Linitiation hélice de PADN

b p- 5
AN .’7 '~ .
2N Ay
: “"ﬁ:;v" :

-4 ?!w ‘XE
$g:"§?:;}?,)a, ;

A A Y |
PRt e A L S
; Cercle superenroulé - tepr
“ ‘w .‘.:L:'.r.'.:.' ‘.,."f. .‘ X _.'-
S G TR BT

e &
LR S-PS PR NACTS LA AR T Je

. I. Contexte

¥
X'.t(_ .:1-1‘\'-:_" -.‘

. 4 . 2 o : L’;‘.{' 2 ¥
= ADN constitué de 2 brins s’enroulant en : .:);’iﬁ&ﬁ;%i?.ig:&‘p."-%
une double hélice T

5 LR0R Do
PR '.g'.:t' L

4 \.‘p‘:‘.::.z:l‘.. \é’ﬂ?“‘
LTS el e
RN SN

= Structure associée a des contraintes
mécaniques fortes
» Ex Chez les eubactéries, ’ADN est circulaire
v’ extrémités contraintes mécaniquement
v' > formes superenroulées

L’ADN circulaire peut prendre des formes superenroulées

= Linitiation de la réplication s’accompagne du
déroulement et de 'ouverture de ’ADN

—> contraintes mécaniques supplémentaires
—> surenroulement en aval

L'ouverture locale de la double hélice crée un surenroulement
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION = Lhélicase permet de dérouler la double hélice en

dissociant les 2 brins

b i s
I. Linitiation > Enzyme ATP-dépendante

1.2. Mécanisme = Les protéines SSB (Single-Stranded Binding
Protein) se fixent ensuite sur chacun des simples brins
* Linitiation débute au niveau de oriC. pour le maintenir déroulé et empécher le ré
appariement des bases azotées
* Le site oriC est reconnu par un > Affinité 1000x plus grande pour 'ADN sb que db
complexe protéique contenant une
hélicase.
Dna A DnaC

Dna B

Le réle des différents
acteurs moléculaires
dans l'initiation de la

réplication de 'ADN

Complexe initial o
Ouverture localisée
Ori C : Origine de réplication chez E. coli de la double hélice d'ADN
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

|. Linitiation

1.2. Mécanisme

= topoisomérase | (famille des
gyrases) : en amont du complexe
d’initiation

= éviter le surenroulement en aval de
la fourche de réplication

> cassure provisoire sur un seul
brin, permettant la libre
rotation de I'autre brin pour
relacher la tension mécanique
cassure provisoire ressoudée
ultérieurement

>

une extrémité de la double
hélice d'ADN ne peut pas
tourner par rapport a l'autre
extrémité

- -OIIOmMEOmMEOmEmEOmRE -5
5~ -DEIOIE IO -3

ADN topoisomérase
de type | avec une tyrosine
au niveau de son site actif

CH2

{—HO

- - EERE IR E e EREEKE) -
- -PERCEIEEEEEEIERE) -

ADN topoisomérase liée de fagon
covalente a un phosphate de I'ADN

CH; ST it
coupant ainsi une liaison
phosphodiester sur I'un des
brins d'ADN

@) OH

- OPOFOR HOPORE-

- PP EEEEREESCEEERE) -

Fonctionnement de la topoisomérase |

L'ouverture locale de la double hélice crée un

surenroulement pris en charge par la

topoisomérase |
BCPSTI1 - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

les deux extrémités de la double
hélice d'ADN peuvent maintenant
tourner 'une par rapport a l'autre,
libérant la tension accumulée

I'énergie de la liaison phosphodiester
d'origine est stockée dans la liaison
phosphotyrosine, rendant la réaction
réversible

le rétablissement spontané

de la liaison phosphodiester régénére
a la fois I'nélice d'ADN et I'ADN
topoisomérase sous une forme non

o
HO modifiée

- HEOmOmOmMOmeOm® -
@00@000



C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

Arthur Kornberg
(1918-2007)
Medecm biochimiste

2.L’élongation

2.1.Approche expérimentale;les travaux de Kornberg (1957)

= Kornberg réalise la 1¢ synthese d’ADN in vitro (1958).

= |l extrait d’abord I'enzyme permettant la synthese d’ADN, a dNTP
partir d’extraits d’E. coli > ADN polymérase ou ADN pol

= Synthese d’ADN in vitro en mélangeant : U / ®"——u
» ADN pol amorces ~
» 4 dNTP (AT,.C,G)
» Mg* ADN S|mple
» ADN chauffé (matrice) brin

> amorces @

—> In vitro, la réplication de I’ADN ne nécessite que 4 éléments M
ADN double brin
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

@@

Structure
de TADN

2.L’élongation

2.2.Les acteurs:dNTP

Rappel :ADN = polymere de nucléotides liés entre eux par des
liaisons phosphodiesters.

dNTP = double role :

> monomeére
» carburant énergétique (via hydrolyse de la liaison anhydride

T
Extrémité &’ Esdrémite 3

4

3

phosphorique)
Liaison anhydride
phosphorique Liaison ‘
phosphoester
@ O
I T [ 4 Base
0 | | | azotée
(D CQ (D Liaison
Phosphates N-glycosidique
Structure d’'un dNTP ; .
, ésoxyribose
BCPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Extrémité 3’

y

Extrémité 5’

Rem :in vitro, Mg?* sert a
stabiliser les charges (-) des
dNTP
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION
2.L’élongation
2.3. Les acteurs: la matrice d’ADN

Rappel :

= Deux brins d ADN associés de facon
complémentaire et antiparallele
par liaisons faibles.

= Matrice d’ADN = « moule » pour
placer correctement les nucléotides

dans le nouveau brin
—> Conservation de la séquence

Rem :in vitro, la matrice
d’ADN doit étre simple
brin car absence
d’hélicase et de SSB
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Brin matrice Brin neoforme

Schéma de la réplication de ’ADN, polymérisation orientée dans le sens 5’3’ (S. Dalaine)
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

2.L’élongation

2.4. Les acteurs:ADN polymeérase lll

L’ADN polymérase lll = principale enzyme
de la réplication ; catalyse spécifiquement la
polymérisation des dNTP

dNTP + (ADN) . - (ADN) ., + PPi

v" Ajout de dNTP en 3’ a partir d’'une
amorce

v Formation de liaisons
phosphodiester

v Complémentarité des bases par 0
rapport au brin matrice 0—b—o—
|

Og
v" Vitesse ~ | 000 nt.s"!

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

?
P—0)
Og

O
Il

O—71

©

\

JH
—0
_

5’

Liaison
phosphodiester
\ C|/3’
O=P—0
0 |

o
I I |

@o—ﬁ’—o—ﬁ’—o@ % o
O Op
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

2.L’élongation

2.4.Les acteurs: ADN polymérase lll

Désoxyribonucléoside
triphosphate

dNTP + (ADN) . - (ADN) ., + PPi

3 3
<
0 o
= £ /
H,C 2P H,C
E,, o - . o polymérase
- "
- \_/ -
k] ) = H,0 ) = Ouverture de
£ 7 f 7 la molécule
k= - y-0 3 PP ' 3
H i 0
& 0.. ase
*| g 00 9 L0 = %, -
w ,
F = o g Désoxyribose
5 P— g o g j g Xy
: # /
/ H,C Phosphate
H,C — [ LEES base —
< B o [
\D" \\
|II |l|I
HO
HO 5 5

Figure 34.2 Strand-elongation reaction. DNA polymerases catalyze the formation of a
phosphodiester bridge. Elongation of the DNA strand proceeds in the 5'-to-3" direction.
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION
2.L’élongation

2.5.Les acteurs:ARN primase

= L’ARN primase produit les amorces
nécessaires au fonctionnement de ’ADN
polymérase
» polymérisation en 3’ de 'amorce

= Elle reconnait des séquences particulieres de
’ADN ou elle se fixe

= Elle fabrique alors de courtes portions  ARN

complémentaires
- ARN amorce (10-30 nt)

= Ensuite, elle se retire au profit de ’ADN pol
LEGENDE

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

N2

ADN Brin matrice

3" 5'

Synthese de
I’amorce
d’ARN
5’ ’ ARN primase
3 >
Synthese D’ADN
complémentaire

5 35 3’ \ADN pol Il
AN AN
3 >
ADN matrice e ADN néosynthétisé e ARN
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION
2. |_’é|ongation (Rem :c’est '’ADN pol | que Kornberg a)

isolé et utilisé pour la | synthése in vitro

2.6.Les acteurs:ADNpol | et ligase

= L’ADN pol | remplace 'amorce d’ARN par de TADN = La ligase soude les deux fragments ADN

grace a 2 fonctions simultanées : juxtaposés
» Fonction exonucléase 5 — 3’ : retire NMP
» Fonction polymérase: 5’ — 3’ remplace avec des dNTP

ADN pol |
AN 5 N\ N3
3 S 3 5
Remplacement Ligation
de Pamorce
d’ARN
-\ AN 5 N3
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

2.L’élongation

ADN Brin matrice
3l — 5'

5’ ARN primase
3 >’
Synthése de
I’amorce
d’ARN
> ADN pol Il

l;l
Syntheése
D’ADN

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

complémentaire

N2

f\ADN pol |

AN AN

3' W 5'
Remplacement de

Pamorce d’ARN

ADN Ligase

/‘\ . .

3! W 5'
Ligation

LEGENDE ~—— ADN matrice
e ADN néosynthétisé

- ARN 90




C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

2.L’élongation

2.7.le brin direct et le brin retardé

= A partir d’oriC, deux fourches de
réplication progressent en sens
opposé

* Pour chaque fourche, 'un des brins
est synthétisé dans le sens de
progression de la fourche (= brin
continu), 'autre brin est en sens
opposé (= brin retardé)

Comment se fait la
synthése du brin retardé ?

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

N2

oriC

5’ \J3’
3’ N 5’

Fourche de
réplication n°|
5’ : il de

AN
3’ Y réplication |:>

\ / >
Brin direct continu
53
5’ // \\5

3, NS
3’\ <:I '

5 ) ’ ’
3 3 5
35
Brin retardé 7

Fourche de
réplication n°2
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

2.L’élongation

2.7.le brin direct et le brin retardé

= La synthese du brin retardé
se fait par fragments de
1000-2000 nt = fragments
d’Okasaki

v~ LARN primase dépose régulierement

des amorces le long du brin retardé

v LADN pol Ill synthétise de 5> 3’

v LADN pol | et la ligase raboutent les
fragments d’Okasaki entre eux = brin

continu

LEGENDE ADN matrice

e ADN néosynthétisé

e ARN

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

3’

5’
3’

5’
3’

oriC é&
- 3’

Synthese des
amorces ARN
ARN Fragment n°| et

primase S polymérisation

ADN pol Il e 0’

Fragment n°2

e 3’

Remplacement
des amorces

ADN pol | e 0’
o 3’

Raccordement

\ des fragments

\g

oG 5’ 92




C.LES ETAPES DE LA REPLICATION M
2. L’élongation ,
5 N

2.7.le brin direct et le
brin retardé I\ 3
* Pour chaque fourche de //5 \ 3

réplication, un nouveau brin 3, i / ) —

est synthétisé de facon .

continue, I'autre discontinue 31,\ - - = 5\\\ //— — I3

.

* Pour un ceil de réplication, B
un nouveau brin est 50% Fragments d’Okazaki (1000

Brin continu ~ .
. o/ A . a 2000 nucléotides
continu et 50% discontinu / 3,\ ) .
5! 5 3“5, - >

p—
7"

Progression des

|::> fourches de réplication

 —
— 5 :
" o /__5,
’ 5'
Fragments d'Okazaki — B

. o rin continu
1000 a 2000 nucléotides)
Schématisation des deux fourches de progression au sein d’un ceil de réplication

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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SCHEMA BILAN

5’ 5 3
] \ k
Fragments
d’Okazaki
Raboutage des ADN
fragments d’O. ligase .
Brin
continu
Remplacement - ADN
de 'amorce . pol |
Polymérisation ADN
! < pol I ARN " Hajicase ADN
primase pol Il
b 3 _
SS @ v L m —_—
Stabilisation \\4

du simple brin

Synthese
d’amorce

Les acteurs de la réplication de la double hélice I’ADN (S. Dalaine)

BCPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Topoiso
mérase

Double brin
dADN

3" 5

Réplication de
’ADN en 3D

https://youtu.be/TNKWqcFPHgw 94



https://youtu.be/TNKWgcFPHqw

|
C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

’ r °
2.L elongatlon Brin précoce (continu)

Modele de Kornberg

—> progression

Amorce n-|
simultanée de deux
ADN pol Ill grace a une Fourche 5’
boucle de TADN de réplication ®)
matrice ssp@

Brin tardif (discontinu)

L

S

5’

Brin tardif (discontinu)

Dimeére
d’ADN pol Il
> https://youtu.be/7Hk9jct20zY
Topo |
| Hélicase D 5
@ ARN primase /3’
Amorce n

5’
Dimeére
/ Amorce n-2 &’ADN pol Ili

Amorce n Topo | ,
Hélicase B 5
5 »

3’
®) ARN primas /3’
. Amorce

n+|

/ Amorce n-|

ADN pol |

3L
5’

BCPST! - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

&
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https://youtu.be/7Hk9jct2ozY

C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

3.La terminaison

» Terminaison sur site opposé a oriC,
appelé Ter.

= Site Ter reconnu par la protéine Tus, qui
s’y lie = blocage physique du complexe
de réplication = décrochage de I'hélicase
et des SSB

= Lexpulsion de I'hélicase = dissociation de
tout le complexe de réplication
(réplisome)

* Des topoisomérases permettent de
séparer les deux chromosomes fils.

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

oriC

Helicase

SSB

|
@
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C.LES ETAPES DE LA REPLICATION

4. Comparaison de la réplication eubactérie vs eucaryote

= La réplication chez les Eucaryotes suit le méme principe mais implique plus d’acteurs et est plus
complexe.

Eubactéries Eucaryotes

Origine de réplication Unique Multiple
CEil de réplication Unique Multiple
Site de terminaison Unique Multiple
Enzyme de démarrage ARN primase Polymeérase Pol a
Polymérase principale d’élongation ADN pol Il ADN - 6 Pol
Fragments d’Okasaki 1000-2000 nt 100-200 nt
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

Il. Les mécanismes moléculaires de la réplication,
une reproduction plus ou moins conforme

A.
l.
A B.
B.
C.
D. Les erreurs de copies et les mécanismes de
o corrections
E. E.
F.
G.
A.
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D. LES ERREURS DE COPIES ET LES MECANISMES DE CORRECTIONS
. Les mésappariements, causés par la tautomérie des bases azotées

= Basculement spontané des bases azotées o) cétone 8% énol
sous la forme de tautomeéres rares : ne M n H,c\/l
» T et G (cétones) existent sous forme énol | .,-\r PE— | T :]
» A et C (amines) existent sous forme imine A N : RJ\(\\
¢ 0 Thymine 0
* Formation de mésappariements o cétone ow €nol

L W
entre bases azotées : N 'L\r,n N
—_—
s wotées D O—T00
\ / N N\ Guanine m/‘\((’\
N N ) N%
B
R

NYH “l\ I'b
H—WN—H ------ N/A\ " Formes communes R Mo
- h¥ ~/ amine N imine
/N >—N 9999/10 000

" \
H o H \ _— |
< — C |
Cytosine (imine)  Adénine (amine) C A H@:\D Cytosine A \0
W

A Orwen0 /"’-‘bl/” - a“ .

B ——// T xH-Ho...N\/G_\—-""N\.“ . \i"’amine . vIT, Iml:e
7N ke /0 w_/ A\ — /7 A\r’
n 0 H "{H T G ‘<N/‘, ) , Adénine -<ﬁ_,\|z<{/\”

Thymine (cétone)

1
Guanine (énol) L W

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Formes rares
1/10 000
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D.LES ERREURS DE COPIES ET LES
MECANISMES DE CORRECTIONS
. Les mésappariements, causés par la

tautomeéeérie des bases azotées

Isomérisation
tautomérique
vers la forme

= Si conversions lors de la
réplication de TADN = mutations

- Nécessité de corriger les
erreurs d’appariements

Réplication
semi-conservative

Formation
. anormale
© dune paire
C=A

. . Replication
Ici, une mutation ponctuelle semi-conservative
(substitution) est apparue,

non discernable comme

« erreur » par la cellule

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Tautomeére

amino

Formation d‘une transition T=A vers C=G par
isomérisation tautomérique d'une adénine.

Ici, Perreur est encore
discernable (déformation de
la double hélice) mais il faut
connaitre le brin a corriger

Retour a la forme
tautomérique

Ici, 'erreur n’est plus
discernable
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D. LES ERREURS DE COPIES ET LES MECANISMES DE CORRECTIONS o)
. Les mésappariements, causés par la tautomérie des bases azotées G

Chez les eubactéries, le taux d’erreurs de réplication
lié a la tautomérie devrait étre de 104

En réalité, le taux d’erreurs observées dans la

cellule n’est que 108 2 109 (~1 erreur /1000 cycles de
réplication)

- 1l existe des mécanismes qui permettent
de limiter ces erreurs

= 2 systemes de réparation des erreurs de
réplication :

» Correction lors de la réplication par les ADN
polymérases

» Correction post-réplication par le systeme MMR

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Réplication

|

Erreur
(mésappariement)

T

Correction immeédiate Correction
- correction sur retardée -
épreuve systeme MMR
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D. LES ERREURS DE COPIES ET LES MECANISMES DE CORRECTIONS

2. Les systemes de corrections

2.1. Correction sur épreuve

* Chez Eubactéries, 3 principales ADN polymérases

(ADN pol I, 1l et lll) = roles différents.

= Moyens d’éviter les erreurs de copie pour ADN pol :

» Complémentarité des bases N (liaisons H fortes) 2> T

proba de polymérisation
» Encombrement stérique des bases N

» Ajustement induit lors de la synthese

= Si cependant un mésappariement se produit, elles peuvent
I’éliminer grace a leur fonction exonucléase 3’ 2 5’

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

des mésappariements au cours de

la réplication

ADN pol

ADN pol | ADN pol Il m
Nb / bactérie 300-400 40-50 |5
Synthése ADN 5’ > 3’
Fonctions Exonucléase 3’ > 5’
Exonucléase 5’ 2 3’ . _
n Réplication , : Réplication
Role Réparation +++ Reparation + Réparation +

Réle des différentes polymérases

/7
CH, Gemmmmss H=N

Encombrement stérique des bases § R

10,8




I
D. LES ERREURS DE COPIES ET LES MECANISMES DE CORRECTIONS

2. Les systémes de corrections des mésappariements au cours de la

réplication
2.1. Correction sur épreuve

= ADN pol | = polymérase la plus active
dans la réparation

= ADN pol | = plusieurs régions :
> Une région polymérase 5’ > 3’
» Une région exonucléase 5 - 3’
» Une région exonucléase 3’ > 5’

Structure de
'ADN pol | en
forme de main

4 ﬂ% R\
Exonuclease

= CINUIrD - D1 CrAANIC ALAINC

BCFo11

(a) Amorce

@@

ADN polymérase

brin d’ADN
matrice

(b)

Matrice

Partie
modélisée

Site actif
polymérase LA POLYMERASE AJOUTE

UN NUCLEOTIDE INCORRECT

Partie
observée
>
NUCLEOTIDE MESAPPARIE
ELIMINE PAR CORRECTION
SUR EPREUVE 3' - 5’
Site actif

< 3 {aum

exonucléase

Mode “polymérisation” 3

L'EXTREMITE 3' CORRECTEMENT
APPARIEE PERMET L’ADDITION

= Fonctionnement : DU NUCLEOTIDE SUIVANT

» L'ADN Pol avance pb par pb

» Si elle tombe sur un mauvais
appariement, elle s’arréte et recule pour
enlever le mauvais appariement. o j

LA SYNTHESE CONTINUE
DANS LA DIRECTION 5" — 3/ .



D. LES ERREURS DE COPIES ET LES MECANISMES DE CORRECTIONS
2. Les systémes de corrections des mésappariements au cours de la 53

CH mésappariement CH
r [ L] 3 3
réplication . . Brin
3
ha parental

2.2.la correction des mésappariements persistants : MMR N o o DR
ATP ’
 MMR = DNA MisMatch Repair I:ADPW

= Systeme MMR intervient quand une erreur persiste malgré
la correction sur épreuve.

= |l suit le complexe de réplication de pres pour intervenir

Exonucléase |

. B ATP Hélicase
= Trois protéines : Mut S, Mut L, Mut H :FMUtH

ADP + P,

* Fonctionnement
» Reconnaissance du mésappariement
> ldentification du brin néosynthétisé (par le moindre degré de

méthylation des séquences GATC) ADN polymérase Ill
. . r r . r L.
» Clivage du brin néosynthétisé qq nt autour du e Exonucléase |
mésappariement I|§|/|E:J|E(Ea§/|euts

CHj, CH,

» Resynthese et ligation

SCPSTI - ENCRE -STEPHANIE DALAINE * o



SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

Il. Les mécanismes moléculaires de la réplication,
une reproduction plus ou moins conforme

A.
I
A B.
B.
C.
D.
= E.  Le principe de la PCR et ses applications
F.
G.
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E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS @@
|I.Le principe de la PCR

ADN Nb de
1.1. Définition 3 Fragment ’ADN cible ~Matrice RTINS

PCR = polymerase chain reaction £ 2....

..... p)
(réaction en chaine de la polymerase) 5’ l 37

Réaction en chaine

(S Prix Nobel 1993

Objectif : | de PADN
= Amplifier (répliquer en de nombreuses copies) polymerase
- , , (N cycles)
spécifiquement un fragment d’ADN donné sur
un ADN matrice Z 2
Principe : 7 7
= In vitro, réaliser plusieurs cycles successifs de réplication du < — < — 2N
fragment d’ADN cible jusqu’a en obtenir une quantité 2 P
suffisante 7 —
= Les produits de chaque cycle de synthese sont utilisés au 2
cycle suivant comme matrice 7

- Amplification d’une suite géométrique de raison

BCPSTI - E%Pg %&%éngﬁlP N 106



E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS

I.Le principe de la PCR ADN Amorcessb  gNTP

Vmaé
1.2. Choix des amorces poymerese “— »)
) e
Pour réaliser une PCR, il faut : l e
= L’ADN matrice (a copier) ADN matrice
NN — =
= Une ADN polymérase et donc... =" ===
v Les 4 dNTP (A, T,.C G)
v" Des amorces d’ADN sb, spécifiques de 'ADN cible Tampon
v" Un tampon approprié (Mg?*,pH, sels...)
Choix de ’enzyme : Choix des amorces:
On utilise souvent la Tag polymérase v' Spécifique du fragment a amplifier
(Thermophilus aquaticus polymerase) v' Sans structures secondaires

v' Résiste aux hautes températures v' GC% semblables
v Active vers 70-80°C /

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 107




E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS
Tm dépend des amorces (GC%)

|.Le principe de la PCR Tempé"at“"eo
o . . 94°C
1.3.choix de laT°C d’hybrldatlon . e Le temps d’élongation dépend
des amorces 72°C de la taille du fragment a
Tm amplifier
= Chaque cycle comprend 3 étapes. 6
= O d étape a l'aut 0
n passe d’une étape a I'autre par 0°C . temps

changement de température
Dénaturation ybridation des Polymeérisation
de ’ADN db amorces sb y

J N

ADN db i

I \

T =94°C T =Tm (55-65°C) T =72°C

< . < . _ : 108
BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE L I min t, I min t; I min/kb



E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS

2. Les étapes d’'une PCR

= Lors d’'une PCR, on réalise a la chaine 20-50 cycles de réplication

température

®
@

cycle #1

F1E a0 :
e 0 en
I ECy oy

$2; $2;
cycle #2 cycle #3

= Plus le nombre de cycle augmente, plus la quantité d’ADN
correspondant juste a la séquence cible augmente.

BCPSTI - ENCPB - S

Soit L : nombre de brins longs
Soit C : nombre de brins courts

Ly =Lv+t2 w9 Ly=2N
Chs = 2xC + Ly w9 C =

2N+|

- 2(N+1)

Cycle 0

—

N

amorce

Brins matrices

2\

amorce

\

Brm cour

Brin long \l

o\

Légendes:

Ly. Nombre de brins
longs au cycle N
Cn.Nombre de brins
courts au cycle N
Brin matrice
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E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS

2. Les étapes d’'une PCR

N N N
Cycle 0 Matrice : 2 Cycle 4 t
: J Matrice : 2
4( T~ Long : 8
. F Court : 22
d! UL 3|
SN /N |
Ml Matrice : 2
Cycle 2 [ |(-:0ng 542
re:
I ou

I

~N

e AN N

|

Matrice : 2
Long : 6
Court : 8



E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS
3. Mise en pratique de la PCR

Isolement de ’ADN par
centrifugation (culot)

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE I

Prélevement de o Extraction de TADN
cellules buccales (par chauffage dans NaOH)
(par écouvillonnage)




E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS

3. Mise en pratique de la PCR @

>
’ . @:‘.'-_—__—‘___-_)
Préparation du —

mélange réactionnel

Taq

polymérase Amorces dNTP Mg

ADN
témoin

ADN matrice (prélevements buccaux par ex)

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Réalisation de la PCR
dans un thermocycleur

Mastercycler

Z -
m m L @
3 B

oMo
. o= ® Slal [

G
FIEIE)
EIEIE)

Thermocycleur programmé pour 40 cycles pour

une longueur prédéfinie ADN a amplifier
112




E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS
3. Mise en pratique de la PCR

Préparation du gel
d’agarose pour
électrophorese

Tampon
Chaulff -
+ agarose (poudre) D U mai:roiiile D Refroidissement

o Transfert du gel dans la cuve
d’électrophorese

Coulage du gel
d’agarose et attente

jusgu’a solidification
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E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS

3. Mise en pratique de la PCR Tampon de BET
charge \ _
Mélange avec un marqueur ADN
(BET, intercalant, fluo aux UV) Produits
+ tampon de charge PCR

Dépot sur gel :
* produits de PCR
* marqueur de taille

0 Réalisation de I’électrophorese




E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS
3. Mise en pratique de la PCR

Marqueur
@ Révélation du gel aux UV de taille ADN amplifié

Gel a lissue de I'électrophorese,
avant révélation aux UV

Exposition du gel aux UV pour
BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE réVélation 115



E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS
3. Mise en pratique de la PCR

3.1.Le produit de la PCR s’observe par électrophorese

220 bp

154 bp
134 bp

75 bp

Génotypage chez Arabidopsis thaliana

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 116



E.LE PRINCIPE DE LA PCR ET SES APPLICATIONS
3. Mise en pratique de la PCR

3.2. RT-PCR et détection de SARS-CoV2 Fluorescence —
= Détection du SARS-Cov2 a partir d’un il
prélevement nasal (par écouvillonnage) -
Fenétre de lecture
d en poirk final
= Tests génétiques (paternité)
= |dentification de mutations v I
bl ]
. v/ | Fenélre de lecture
= Amplification d’ADN pour une utilisation : r et Bmpsicel
ultérieure en biologie moléculaire (clonage, 0- e ———- , ; , , , :
. 0 10 20 30 40
séquencage...) Nomkre de cyclkes
Variantes : Dans le cas d'une observation exponentielle des réplicons

d'ADN, on conclut que I'ADN amplifié est celui supposé
(déterminé par le choix des primers).

> PCR quantitative (RT-PCR)

> PCR mU|tiP|eX6 https:/lwww.jle.com/frirevues/vir/e-

docs/quantification_par_pcr_en_temps_reel_technologie_tagman_et_applications_en_virologie_260020/article.phtml
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

A.

l.

A B.

B.

C.

D.

E. E.

F.

G. lll. La mitose et la méiose: des divisions
conduisant a une répartition de 'information
génétique

A. Les différentes étapes de la mitose et de la méiose

B.
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e
I1l. LA MITOSE ET LA MEIOSE : DES DIVISIONS CONDUISANT A UNE REPARTITION DE
LINFORMATION GENETIQUE

INTRODUCTION Nommer et replacer les étapes de la mitose dans I'ordre

7
ops
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INTRODUCTION

6-8-4 : Prophase
3 : Prométaphase
9-7 : Métaphase
5 :Anaphase

2 :Télophase

| : Cytocinese

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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INTRODUCTION

R BT ey T
.

§ :F"" Fivs ,- __' e ?,' o [ i = Coupe longitudinale
Anaphase — o ‘ L T R T e T T J Jacinthe, coloration
- P ) LN 527, A R S e . Feulgen (MO)

Prométaphase
Métaphase

Prophase

Télophase

.....
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VUE Des cellules en division ont été fixées et incubées avec : {S
D’ENSEMBLE = un anticorps anti-kératine couplé a un fluorochrome rouge {o}
= un anticorps anti-tubuline, couplé a un fluorochrome vert

= |le DAPI qui s’intercale dans ’ADN

interphase

prophase

métaphase
BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALA

anaphase telophase
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE @@

I.P h Des cellules en division ont été fixées et incubées avec :
- Frophase * un anticorps anti-kératine couplé a un fluorochrome rouge

* un anticorps anti-tubuline, couplé a un fluorochrome vert
le DAPI qui s’intercale dans I’/ADN

Observations :

= Chromosomes visibles
» Début de condensation

* Forme du noyau visible
» Enveloppe nucléaire toujours présente

= Microtubules concentrés d’'un c6té du noyau
= Deux centrosomes sont visibles
—> Début de formation du fuseau mitotique
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE @@

Des cellules en division ont été fixées et incubées avec :

2. Prométaphase « un anticorps anti-kératine couplé a un fluorochrome rouge
* un anticorps anti-tubuline, couplé a un fluorochrome vert
Observations : * |le DAPI qui s’intercale dans I’/ADN

= Chromosomes bien individualisés
- Condensation T

* Noyau non discernable
» Disparition de I'enveloppe nucléaire

= Centrosomes aux poles de la cellule
= Microtubules rayonnant depuis les
centrosomes |
» Fuseau mitotique en place /‘ @éi
grace a la polymérisation des ‘: :f
microtubules (coté +)
» Fixation des microtubules sur f

les chromosomes ﬁ\
BCPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE S %




A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE {S

A Des cellules en division ont été fixées et incubées avec :
3. Métaphase . on on' S
* un anticorps anti-kératine couplé a un fluorochrome rouge
* un anticorps anti-tubuline, couplé a un fluorochrome vert

Observations : . le DAPI qui s’intercale dans I’/ADN

= Centromeres alignés
= Microtubules formant un réseau dense de part et d’autre
des chromosomes
—> Alignement des chromosomes sur la plaque
équatoriale de la cellule sous I'influence des
microtubules
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE @@

Des cellules en division ont été fixées et incubées avec :
4, Anaphase « un anticorps anti-kératine couplé a un fluorochrome rouge
* un anticorps anti-tubuline, couplé a un fluorochrome vert
* |le DAPI qui s’intercale dans I’/ADN
Observations :

* Chromosomes séparés en 2 lots
= Disjonction au niveau des centromeéres

= Microtubules formant un réseau d’'un coté de chaque lot
de chromosomes

—> Séparation des 2 chromatides de chaque
chromosome sous l'influence des microtubules
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE @@

Des cellules en division ont été fixées et incubées avec :

5.Telophase * un anticorps anti-kératine couplé a un fluorochrome rouge
Observations : * un anticorps anti-tubuline, couplé a un fluorochrome vert
’ * le DAPI qui s’intercale dans I’ADN

Chromosomes moins visibles
» Début de décondensation

= Forme du noyau +/- visible
» Reconstitution de I’enveloppe nucléaire

= Microtubules concentrés entre les 2 lots de
chromosomes
= Début de constriction du cytoplasme visible
(grace a la kératine)
—> Séparation du cytoplasme :c’est |
cytocinese (ou cytokinese ou
cytodiérese)
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Les étapes de la mitose cellule d’un métazoaire, 2n = 4
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Prophase

) . Métaphase Anaphase Télophase + cytodiérese
Phos!)hor)"latlfan des lamines Alignement des Disjonction des chromatides Déphosphorylation des lamines— reconstitution de
— désagregation de trome la ol soeurs au niveau du centromere  |'enveloppe nucléaire
Penveloppe nucléaire centromeres sur la plaque . | -
. , équatoriale riche en AT Décondensation des chromosomes
Condensation de TADN q Miorati laire d Mi lace de I ile d'acti
) S Fuseau mitotique igration polaire des ise en place de I'anneau contractile d’actine —
Réorganisation des MT h . . . _ o
chromosomes myosine séparation des cytoplasmes = cytodiérese
monochromatidiens
2+ Lamine phosphorylee &=—— MT kinétochoriens sur sa plaque associée au centromere
Lamine déphosphorylée
[\ MT polaires
| . 9 N L . V4 .
. Anneau contractile d’actine- MT kinétochoriens

myosine ik : : _
Paire de centrioles = centrosome

BCPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE Les étapes de la mitose cellule d’un métazoaire, 2n = 4 s
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE
7. Comparaison avec une cellule végétale

= étapes similaires avec celles de la mitose animale

= MAIS cytodiérése tres différente

>

>

Deés fin de anaphase et tout au long de télophase — vésicules
golgiennes confluent dans partie médiane des faisceaux de
microtubules

d'abord dans région centrale puis de fagon centrifuge — pour
atteindre ses bords — fusion — phragmoplaste (cf. cours sur les
MEC)

contenu des vésicules = ébauche de la paroi pectocellulosique (lamelle
moyenne avec pectine)

/1 paroi grace a apport de matiére lors de la phase G1 de l'interphase

suivante o L . :
. . . Migration des vésicules 0 )
De minces ponts cytoplasmiques ou plasmodesmes subsistent .
golgiennes w
les deux cellules filles %
Différences avec la mitose des cellules animales : 5o
r 14 14 0
» les cellules végétales ne présentent pas d'asters lors de , o
Mise en place du (J

I'élaboration de leur fuseau mitotique phragmoplaste )M

> les organisateurs des microtubules ne sont pas visibles

BCPST! - ENCPB - STEPHANIE DALAINE Cytodiérese dans une cellule végétale

131



) J
paroi -~ = '
—

\_ DR /AN E%
-I'.-— _--; _‘1 s
T— W M
eémbDrane plasmique | N @ I1ﬂl-lm Lﬁ% '|
| /-"l qgm\%f |
\__j RE(.::b’j ﬁo
hragmoplasta pectme A O
ﬁ:' >

Vésicules golgiennes

\Lamelle moyenne

— REL

mﬂ =i i
"E: = ciment pectique | ——_ ﬂ]]i—-ﬂf}’—"ﬁm E Plasmod

o
|
= Fdsion des vésicules
\, /e |

c:? M fi*mant IeI
o~ |pHragmoplaste

Formation del’ /% J/@

I’enveloppe nucléaire ? 4

..--"J L _..-JJ L-_

jlergratlon des vésicules vers I( 2. n

centre de la plaque équatoriale

gn des vésicules = formation J la plaque
cellulaire et mise en place des 2 membranes + lamelle

+
Figure 63b : Cytodiérese dans une gg ﬁﬂg eegeta ol primaire .
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par des chiasmas = Recombinaison homologue

A. L E S D I F F E R E N T E S ETA P E S D E L A bivalent => brassage intrachromosomique

Fuseau

MITOSE ET DE LA MEIOSE pster

Enjambement
2 chromosomes
I homologues liés j Prophase | |

8. La méiose permet de passer d’une
cellule diploide a une cellule haploide

Métaphase |
Chromosomes homologues
sur la plaque équatoriale

Anaphase |

Migration des chromosomes

vers les poles

=> brassage interchromosomique

Enveloppe nucléaire

x Télophase |
en cours de reformation Formation de I'enveloppe nucléaire
) et début de cytodiérese
Anneau contractile
formant un sillon de division
Cytodiérése + Prophase Il

Métaphase Il
Alignement des chromosomes
sur la plaque équatoriale

Anaphase Il + Télophase Il
+ Cytodiérese - Formation
de 4 cellules

Migration des chromatides
de chaque chromosome vers

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE un péle de la cellule 133



A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

I
8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide @@
INTRODUCTION

= Dans une population, chaque gene peut exister sous différentes versions : les alleles

= Les génomes de différents individus sont différents.
- diversité des génomes

Reproduction Reproduction
. ., , asexuée sexuée
= Cette diversité des génomes repose sur 2 processus : ® 2

» les mutations (= nouveaux alléles)
> les brassages génétiques (= nouvelles combinaisons d’alléles)

= La diversité des génomes est liée au mode de reproduction : I Méiose II Fécondation I

des organismes.

- 2 modes de reproduction : sexuée et asexuée.

. . . . énétique
* Dans le cas de la reproduction sexuée, deux phénomenes 8 q

complémentaires interviennent :
» la méiose (= production de gametes)
» la fécondation (= réunion de gametes) Diversité génétique

» La méiose et la fécondation participent a la diversification des (différents alleles)
génomes
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide
INTRODUCTION

&

Tertiary Secondary Primary Primordial Blood @
Production Cyc[ique d’ovocytes follicle follicle follicle follicles vessels

dans les ovaires
| |

La méiose = processus qui ne concerne que les
cellules meres de la lignée germinale.

Corpus
albicans

Chez les animaux, la méiose produit des gametes :
» Gametes femelles = ovules (ou ovocytes)
» Gametes males = spermatozoides

Corpus
luteum

Mature Secondary
graafian occyte
follicle

Chez les animaux, la méiose se déroule (A s

dans des organes spécialisés :
» Chez les femelles = ovaires
» Chez les males - testicules

~ Acrosome

Head

Nucleus

~— Centriole

" Mitochondria
(midpiece)

Tail

Flagellum

Production continue de spermatozoides

(transverse section)

\ B Spermatozoa (spz) ’
BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE dans les testicules =
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8.La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide

8.1. Evolution de la quantité d’ADN au cours de la méiose

= Meéiose = passage de | cellule diploide a 4 cellules haploides

= Précédée d’'une phase de réplication et se déroule en 2 divisions (sans réplication intermédiaire) =
division par 4 de la quantité d’ADN

* Durée :variable selon I'espece, le sexe, 'environnement... (ex - Homme :24 jours, souris : 12 jours)

Quantité ADN/cellule

Méiose | M
G2 : /

2Q e TG
=3 3
| Méjose o
B F. 4 cellules (n,1C)
Gl A R
Q et
Q2 1L
: i : » Temps
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8.La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide

(2n,2C)

/

| Méiose | | | 0 . O
Séparation des
chromosomes S

@ Metaphase Il @

homologues
Q Anaphase I @

(n IC)

- Division

) . Metaphase |
réductionnelle

BCPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

| Méiose |l |

Séparation des
chromatides
soeurs

-> Division
équationnelle
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8.La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide

8.2. Méiose | : séparation des chromosomes homologues

Observation

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 138



A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8.La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide

8.2. Méiose | : séparation des chromosomes homologues

Prophase |

* La prophase | de méiose est particulierement longue et comprends 5 stades :
(ex : chez la souris, 90% du temps de méiose)

Leptoténe Zygotene
8 T S : .

LY

"
B Wy

BCPSTI - ENCPB - STEPFY

Pachytene Diplotene
Aan . y
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide 63

8.2. Méiose | : séparation des chromosomes homologues

Prophase |

Stade leptotéene
gr. leptos, « mince »

et teinein, « filamenty»

= 2 chromatides sceurs des chromosomes accolées.

" Leurs extrémités sont ancrées dans I’enveloppe \
nucléaire, au niveau de plaques d’attachement. Localisation de
I'enveloppe nucléaire
* Les chromosomes commencent a se condenser autour

o Association des téloméres des chromosomes
b
d’un axe protéique

méiotiques a I'enveloppe nucléaire (in Karp, 2016)
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide @@

Complexe synaptonémal au stade

re r ° h g I MET in
8.2. Méiose | : séparation des chromosomes homologues pachyténe dans une fleur lys (MET) «

Prophase |

Stade zygotene

gr. zugon, « joug »

" Les chromosomes homologues commencent a s’apparier
» Contact étroit entre les 2 chromosomes
» Positionnement face a face des régions homologues

" Les 2 chromosomes homologues sont stabilisés par le
complexe synaptonémal
» complexe protéique

Le complexe synaptonémal est fait de filaments

chromatin loops of sister

BCPSTI - ENCPB - STEPHAN|E DALAINE Proté,ques transversaux (in Alberts 2017) chromatids of one homaolog 141



A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide

replicted
m'r’ﬁ“‘" Somastme

8.2. Méiose | : séparation des chromosomes homologues
Prophase |

Stade pachytene
gr. pakhus, « epais »

sister
chromatids

 I—
(A} blvalent |

Schéma d’un bivalent

* Les chromosomes poursuivent leur condensation (courts et épais)

= Appariement complet des chromosomes homologues, sur toute leur
longueur = bivalent ou tétrade

L : : I Cenzymatique.de -5 e i)
= Echanges réciproques de portions de chromatides entre chromosomes L4 éggmging?s‘;%g- L W o

homologues = crossing-over ou enjambement i U

Moyenne : 2-3 crossing-over par bivalent chez 'Homme

, Vidéo sur le crossing over : https://www.youtube.com/watch?v=BzCVK9_EEQY Bivalents au stade pachyténe (Homme, MEQ
BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE |



A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule hapI0|de

8.2. Méiose | : séparation des chromosomes homologues

Prophase | bivalent C‘j
g’

ﬂd

( chlasma
Stade diploténe - ‘3’,.« e
ARy . 3
gr. diplous, « double »
x: /‘\
A ' 10 um

Position des chiasmas et aspect des chromosomes
de sauterelle au stade diplotene (MO)

* Les chromosomes poursuivent leur condensation

* Disparition du complexe synaptonémal
» Eloignement des homologues

= Les homologues restent liés uniguement dans les zones de T !‘f
. b B g
crossing-over N
—> Apparition de chiasma Bivalents de criquet, stade diplotene ;. o+ ge sauterelle, stade diploténe (MO) et

MEB) (inkarp, 2016 . . Y
, (MEB) n ko 2019 schéma d’interprétation (in awers, 2017)
BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 143



A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8.La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide

Les chromosomes reliés par les .

. , . chiasma forment des cercles
2. Méiose | : séparation des chromosomes homologues (Macaque, MO) 1’

Prophase | - \ 2 ‘
p | o‘_‘ & S

Stade diacinese
gl". iG, « a travers »

et kinesis « mouvement »

F s ’,é\\
" Les chromosomes poursuivent leur condensation Y §_= /
|
|
" Les chromatides se détachent de ’enveloppe nucléaire qui se disloque \ \1

= Deébut de formation du fuseau mitotique
Les chromosomes sont condensés et

détachés de l'enveloppe . Les homologues

sont reliés uniquement par les chiasma
BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 144



A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide @@

~ N

2. Méiose | : séparation des chromosomes homologues Les noms des stades
de la prophase | ne

sont pas a retenir

Bilan prophase | LEPTOTENE
— [ |
chromatid 1 Vm%
paternal
sister .
assembling -
chromatids synaptonemal < (|| | |
) chromatid 2 complex . '
Evolution des chromosomes au L
cours de la prophase I de méiose | chromatia 3 NI ik
(in Alberts, 2017) sister SR\ Y
chromatids | - 44 ﬂj\m' ‘ ' | |

- INTERPHASE ZYGOTENE DIPLOTENE
(A) FOLLOWED BY DIAKINESIS

Leptoténe € Pachyténe Diplotene

*  Début de condensation *  Condensation 72 *  Condensation / *  Condensation 7 *  Condensation /
*  Ancrage des extrémités de *  Début d’appariement des *  Appariement complet des *  Disparition du complexe ¢  Détachement des
chromosome a I'enveloppe chromosomes homologues chromosomes homologues synaptonémal extrémités de
nucléaire (complexe synaptonémal) = bivalent ou tétrade *  Apparition des chiasma chromosomes
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8. La méiose permet de passer d’une cellule diplojde

une cellule haploide @@

8.2. Méiose | : séparation des chromosomes
homologues

Métaphase

cohésine

= Rappel sur la structure des chromosomes a ce stade,
» Les chromatides soeurs sont reliées par la cohésine
» Les chromosomes homologues sont reliés entre eux
par la cohésine au niveau des chiasmas.

microtubules

Metaphase | (B Relations entres chromosomes
homologues, chromatides sceurs et
kinétochore (in karp, 2016)

= Les paires de chromosomes homologues
se disposent sur la plaque équatoriale

M1 M
. s . , i IIII ,.-/""--- I'Ii _-h_-"\'\\ il
* Les kinétochores sont disposes de sorte que : p \_“-___ ____..-”' B
» Les kinétochores des chromatides sceurs sont r -l
orientés du méme coté
» les kinétochores des chromosomes homologues 2 M

sont opposés.

Alignement des paires d’homologues (MO)

et schéma d’interprétation (in er, 2017)
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8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide ’

Y

8.2. Méiose | : séparation des chromosomes homologues

Anaphase |

Séparation des

= Les homologues se séparent, mais les chromatides sceurs restent homologues en anaphase

soudees I (in Karp, 2016)
Anaphase |
" Les paires d’homologues migrent vers les poles
opposés de la cellule g~
> Roéle des kinétochores et de la dépolymérisation des ﬂﬂ ﬁ\ “/ | s\‘%/ i e

A\ e Centromeres

] % Co-oriented
microtubules. sister |

kinetochores

Télophase |

Chiasma

= Reformation de I'’enveloppe nucléaire Q\ “b
= +/- décondensation de ’ADN =y 254 N\ | /Z
e 7 N\ ‘\:,‘,g‘ﬁ | V4
= Cytodiérese P N, lf’gy
BOPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE Anaphase |, cellules de Lys (MO) et schéma d’interprétation (in Lodish, 2016) e



A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide @@

Métaphase |l

8.3.Méiose Il : séparation des chromatides Prophase |
= La 2¢ division de méiose se déroule comme une mitose % x
classique d’une cellule haploide, avec qq particularités :
‘ Anaphase Il Metaphase I
» Prophase Il : tres courte ; i
» Métaphase Il :alignement des centromeres sur la plaque
équatoriale. (blocage de cette phase chez I'ovocyte apres
ovulation)
Anaphase |l
» Anaphase Il : rupture des centromeres des chromosomes
(par dégradation de la cohésine)
» Télophase Il : production de 4 cellules a n chromosomes a
une chromatide. Telophase I
Séparation des chromatides
seeurs en anaphase Il par
dégradation de la cohésine du 1
centromére haploid cells

148
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

8. La méiose permet de passer d’une cellule diploide a une cellule haploide @@

° I MERDSIS
Bilan |
: e
CHROMOSOME N N N s mataral
2N DUPLICATION an CELL DIVISION CELL DIVISION = homoiog
£ = —_— g
- 2N N N = | DR REPLICATION
diploid
germ-line cell four haploid cells @
l FAIRNG AND (ROSING OVER:
OF DUFLICATED HOMOLDGS
kinetochore
mia‘_ptubules
N,
col!_ natnchon l HOMOLDG PAIRS LIKE
s UF 0N THE SFINIDLE
. oS— & cohes haplid “““9'“ 3
| S
k netochore ‘ ;
chr omabd i \' l I
METAPHASE | ANAPHASE | METAPHASE II ANAPHASE I TELOPHASE Il

= Meéiose | - séparation des chromosomes homologues
—> 2 cellules morphologiquement identiques avec n chromosomes a 2 chromatides
—> Division réductionnelle

MEDSS 1

= Meéiose Il - séparation des chromatides sceurs
—> 4 cellules morphologiquement identiques avec n chromosomes a | chromatides

—> Division équationnelle
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

BILAN

Cas d’une cellule eucaryote diploide en interphase. La méiose est précédée d’'une phase de réplication de ’ADN

Méiose | Méiose Il
(division réductionnelle) (division équationnelle)

Prophase Condensation des chromatides Formation du fuseau mitotique a partir des centrosomes
Dislocation du noyau (Condensation des chromatides et dislocation du noyau)
Formation du fuseau mitotique a partir des centrosomes
Appariement des chromosomes homologues:
bivalents (ou tétrade) reliés entre eux par les chiasmas
Crossing over > brassage intrachromosomique

Métaphase Alignement des paires de chromosomes Alignement des chromosomes sur le plan équatorial
homologues sur le plan équatorial de la cellule de la cellule

Anaphase Séparation des paires de chromosomes Séparation des 2 chromatides d’'un méme chromosome
homologues > brassage interchromosomique

Télophase Formation de 2 cellules filles haploides (In, 2c) Formation de 4 cellules filles haploides (In, Ic)
(Décondensation des chromatides et reformation du Décondensation des chromatides et reformation du noyau
noyau)

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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A. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MITOSE ET DE LA MEIOSE

BILAN

Correction : Schéme bilan des étepes de la méiose pour une cellule & 2n=4

Equipement
chromosomique
de la cellule
mére

Prophase I

Métephasze I Araphase T

Télophase I

Prophase IT Ancphase IT

Métaphase IT

Télophase IT

)

»E @

Meicse I cu division
reductionnelle, dorne 2
celiules haploides avec des
chromosomes @ 2 chromatides
chaczun

>
>

Méiosz II ou division

haploides avec des
chromosomes a 1 chromatide
chacun

@quationnelie, donne 4 cellules

55

\

©@
2t
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S:

Réplication de TADN-
chromosomes bichromatidiens
Duplication du centrosome

GO/G1

Quantité JADN
“

\_/—’_/
wn
Quantitéd JADN
o
i 1
8
\./—’_/

N,ca
G0/G1 | e
LCvu

Temes

Pl :

Condensation de 'ADN chromatinien en
chromosome

Disparition de I'env. nucléaire
Appariement des chromosomes
homologues via le complexe synaptonémal

Pl : Brassage intrachromosomique
par échange de portions de
chromatides entres les bivalents

Etude de 2 génes liés

Ml : Disposition des bivalents de part et
d’autre du plan équatorial

Tl : 2 cellules filles haploides a n=1 -
chromosome bichromatidien

MIl :Alignement des
centromeres sur le plan
équatorial

n= 4 A
n- TIl : 4 « gamétes »
haploides, génétiquement

(o) fagd P (M) (00} (ML) (M) (pacsy e

BCPSTI - Et Génotypes recombinés Génotypes parentaux




»

Quantité JADN

GO/G1

o
w

Génotypes parentaux < Aa ‘ (5_,,} (/j_f\_ d B__A‘J

BCPST| - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

S:
| e S Réplication de TADN-
b K ﬂ chromosomes bichromatidiens

Duplication du centrosome

Quantité JADN

05

Termes

MI/AIl : Brassage
interchromosomique par

disposition aléatoire des bivalents
de part et d’autre du plan

MII :Alignement des
centromeres sur le plan
équatorial

TIl : 4 « gametes »

N Ao .. .
% K haploides, génétiquement
uniques, aux chromosomes
- ~ monochromatidien
A_v;)ﬁbf} _,E’f}l onochromatidiens

Génotypes recombinés
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SV-F-1 Génome des cellules et des virus, transmission de I'information génétique
] |
SV-F-1-2 La transmission de I’information génétique au cours des divisions cellulaires chez les Eucaryotes

PLAN DU COURS

m o N ®w > =

L

G. Ill. La mitose et la méiose: des divisions
conduisant a une répartition de 'information
génétique
A.

B. Le role du cytosquelette dans la division cellulaire
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B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE

I. Microtubules et fuseau mitotique

N2

|I.1. Présentation générale

- \ microtubule
microtubule centromere . )
] kinétochorien
polaire
microtubule (+) — Centrosome
astral O et ses deux
centrioles

kinétochore 2 chromatides sceurs  Schéma de l'organisation du fuseau mitotique
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B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE

I. Microtubules et fuseau mitotique
|.2.Expérience | :vitesse de déplacement des chromosomes

Suivi en timelapse sur 100 secondes d’une

d’une cellule de poumons de tritons en cours
de division (ME).

= Calculer la vitesse de déplacement du
chromosome

» 20 um en 100s => 0,2 pm/s soit 12
pum/min

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 156



B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE

I. Microtubules et fuseau mitotique x

1.3. Expérience 2 : marquage par fluorescence des chromosomes et de la kinésine

= (Euf de Xénope traité de fagon a marquer par
fluorescence les et les
microtubules.

» A gauche : ceuf ayant subi un traitement qui
détruit la kinésine Xkid, normalement présente
le long des bras de chromosomes

» A droite : témoin

= Xkid participe a I'alignement équatorial des
chromosomes en prométaphase
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B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE

I. Microtubules et fuseau mitotique

1.4.Expérience 3 :immunocytochimie anti-kératine et anti-tubuline

Des cellules ont subi un traitement au laser qui a cassé sélectivement plusieurs
bras de plusieurs chromosomes (portion de bras alors dépourvue de
kinétochore).

Les cellules sont ensuite fixées et incubées avec :

* un anticorps anti-kératine couplé a un fluorochrome rouge

un anticorps anti-tubuline, couplé a un fluorochrome vert

le DAPI qui s’intercale dans I’ADN (composé qui fluoresce en bleu)

= On reconnait une cellule en division cellulaire (anaphase) ; les deux chromatides
soeurs se séparent et migrent grace aux microtubules vers les deux pdles de la
cellule.

= Concernant le troisieme lot de chromosomes. On sait que les chromosomes ont été

cassés, et que certaines portions de chromosome sont dépourvues de kinétochore.
Ce lot de chromosome non pris en charge par les microtubules doit correspondre aux
fragments de chromosomes.

= Conclusion :
Le centromere et les kinétochores sont indispensables pour l'interaction
chromosome/microtubule, et cette interaction est indispensable au déplacement et a la

séparation des deux lots.
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B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE

2. Le kinétochore

Addition rapide
, des sous-unités
Dépoly- — ge tubulinem @

Perte rapide
de sous-unités Dépoly-

mérisation i @de tubuline mérisation
lente ’ / lente
I

Kinétochores

Dépoly- Dé.poly-
mérisation mérisation
lente lente
L Poly- Poly- e

mérisation mérisation

Kinétochore et polymérisation des
microtubules en prométaphase
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‘ Kinétochore Plague externe
{ it st du kinétochore

Dynéine

8 Hétérochromatine microtubule
M centromérique
- Couronne

fibreuse

~

Fibre de la couronne
fibreuse

Kinésine

Plaque interne
Zone Plaque externe
intermédiaire 1

Kinétochore et lien avec les microtubules (karp, 2004)

Les microtubules kinétochoriens sont dynamiques a leur extrémité (+)
entrainant le déplacement des chromosomes.

Les microtubules de chaque c6té du kinétochore exercent des forces
opposé€es sur les chromosomes qui finissent par s’équilibrer

—> alignement des chromosomes au centre de la cellule
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B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE

3. Les microtubules kinétochoriens et la séparation des chromatides en anabnhase Ax

Zone des microtubules

cinétochoriens Microtubules

. visée par un laser ) +) cinétochoriens
= FRAP = Fluorescence Recovery After Photobleaching

contenant

de la tubuline
fluorescente

|. marquage des MT kinétochoriens avec des fluorochromes, (rhodamine
rouge)

2. Blanchiment par laser par bande perpendiculaire a I'axe d’allongement
des MT.

3. Zone décolorée reste fixée

\ Centrosome

= Chez la majorité des especes expérimentées, les MT raccourcissent
par dépolymérisation de I'extrémité (+).

Dimere
de tubuline
fluorescent

Zone décolorée
par le laser

Figure 71 : méthode FRAP appliquée aux

MT kinétochoriens
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I
B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE -
3. Les microtubules kinétochoriens et la séparation des chromatides en anaphase A x

A- Modéle " Pac-Man " :
Des protéines motrices relient le kinétochore a I'extrémité + cu
MT lanetochorien. Le déplacement de ces protéines le long du
MT vers l'exptrémiteé — est associé a une dépolymerisation du
MT a l'extrémité +: le mouvement de 1a chromatide 'initie
cote kinetochore.

Protéines motrice
" - dirigees "

Tubulines fluorescentes,
couplées a de la
rhodamine (rouge)

Tubulines blanchies au /

Figure 72 : Les deux modéles de dépolymérisation des MT kinétochoriens en anaphase
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Dépolymerisation
du MT au niveau
de l'extremite +

ue rexirernrne T

Tubulines blanchies au /
laser (FRAP ou
photobleaching)

vers ['extremite -

'/ Flux de tubulines

Loy,
%SC:;%I =l I —
= ;?\
B-Modéle du flux de tubulines Dépolymerisation
du MT au niveau

La depolymeri sation cll} MT a lieu au niveau de lextrémité -
du centrozome (extrémité -) : au fur et a

mesure de la dépolymerisation, le MT esf fire

vers le centrozome, firant la chromatide.
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B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE M
A

3. Les microtubules kinétochoriens et la séparation des chromatides en anaphase

Polymeérisation/
déPoYmérisatonx /J

Centriole

Plaque du | h —/ " Centrosom
ine entrosome
rque dunetec Oreoo UO 7 /Z,_/—’:";JT b

Centromere ﬁ

Figure 73 : Modéle possible du mouvement des chromosomes lors de I'anaphase A (S. Dalaine)

Dynelne
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B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE é%

4. Les microtubules polaires et I’Anaphase (B)

= anaphase B= élongation du fuseau
mitotique

. kinésine

= allongement des MT polaires
opposés // zone de
chevauchement reste de

longueur constante grace a

’'action de kinésines

= Coulissement des MT
chevauchants dans le sens
opposé

= Allongement du fuseau dynéine

mitotique

Figure 74 : allongement du fuseau mitotique au cours de I'anaphase B
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B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE E%

4. Les microtubules polaires et I’Anaphase (B)

MT astériens (astraux): reliés a des
protéines motricées rattachées a la
membrane plasmique

= Progression des centrosomes vers les
poles

Polymeérisation des MT polaires
= Allongement du fuseau mitotique
Dépolymérisation des MT kinétochoriens

= Ascension polaire des chromatides

Figure 75 : réle du cytosquelette et des protéines motrices dans le déroulement de I'anaphase
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B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE

5. Cytocinése et anneau contractile

En télophase, mise en place d’un
anneau contractile au milieu de la
cellule.

Anneau = actine + myosine
» systeme contractile (comparable
a celui des sarcomeres des
cellules musculaires)

Déplacement relatif des différents
microfilaments d’actine = constriction
du cytoplasme jusqu’a rupture

—> formation de 2 cellules
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Pyl
Reconstitution 1
de lenveloppe
nucléaire

Sillon
(cytocingse)

2pum

Figure 76

Mise en place de
I'anneau contractile

Sillon de clivage

®

2 cellules filles o
: Anneau contractile de la cytocinése (S.Da/aine)6




B.LE ROLE DU CYTOSQUELETTE DANS LA DIVISION CELLULAIRE

6. Les lamines nucléaires Endoplasmic
reticulum

" Enveloppe nucléaire en continuité avec le réticulum
endoplasmique granuleux (REG) Nucleolus

» En interphase, les lamines maintiennent I'enveloppe. Chromatin £l
» En métaphase, I'enveloppe se fragmente en vésicules car Nucleoplasm T
elle n’est plus maintenue par les lamines (phosphorylées).

Nuclear pore
» En télophase, 'enveloppe se reconstitue a partir des
vésicules grace aux lamines (déphosphorylées) Nuclear envelope

Enveloppe nucléaire . o Larmines
Pringines de liaison

fragments deoveloppe nucléaine

Cycline B

=

{Cdk 1

Chromosomes Lami
. Amines
Chromatine
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166



A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES
|. 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.

0,5 um 10um

Anneau contractile d’actine , en télophase: cytocineése.
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Rafplpielly SRGa | Seucture W I LI TarD  Celue

musculaire I
d’exploration @

filopode du milieu

Sarcomeére unité contractile

Actine F = assemblage \ w
(&) ® d’actine G ) ; i
\ / _ lamellipode i |

\ Sy ATP
Extrémité +: polymérisation plus rapide ARAP

Filament dynamique: ] f__-l
poly/dépolymérisation 74
i $

Fimbrines: assemblage en :
faisceaux paralléles d’actine <>
-
\—

Anneau contractile d’actine-myosine
lors des divisions cellulaires

Dynamique de I'actine et migration cellulaire

contact focal: '
adhérence a la '
MEC
K / (
Filamines: maillage cortical (
d’actine O s
y > ®
&

|.' Emission de . 2- dépolymérisation de mF ( 3- rétractation arriere via
BCPST | - ENCPB - S. D2 flloTod?s{larr?elllzodesF fact ij’actine et repolymérisation contraction de fibres de 168
(polymérisation de mF d'actine) 3 yayant tension (actine-myosine)



Rappels SV-C-2
A.LES ELEMENTS DU CYTOSQUELETTE CHEZ LES CELLULES EUCARYOTES
3.LES MICROTUBULES )"Q -

Structure du centrosome
appendages
Le MTOC

https:/lwww.researchgate.net/figure/Centrosome-structure-
Centrosomes-are-small-organelles-composed-of-two-
perpendicular_fig2_270291005

* Le MTOC est le centre de nucléation des MT
chez les eucaryotes (sauf végétaux)

* Chez les animaux le MTOC correspond au

centrosome situé prés du noyau.
* Centrosome = paire de centrioles disposés
perpendiculairement I'un par rapport a l'autre
* Centriole = assemblage de 9 triplets MT courts
(0,5 pm) et stables

* Les centrioles sont entourés de matériel péri-
centriolaire (MPC) - de nature protéique

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

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE

Mother
centriole

Subdistal
appendages
Daughter
centriole

SNNPCM

Interconnecting
fibers

Structure d’un
centriole

—Appendages
[B) I Microtubules

Microtubule

'/;)/Cemral hub
@7 A-C linker
5 Spokes

Pinhead
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BILAN GENERAL

PROPHASE PROMETAPHASE METAPHASE
/ o@ )
ANAPHASE TELOPHASE |

785G
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BILAN GENERAL

M 1 PROPHASE

centrosome

imtact forming
nuclear mitotic
envelope spindle
kinetochore

condensing replicated chromosome, consisting of
two sister chromatids held together along their length

‘2 PROMETAPHASE

fragments of

centrosoma nuclear envelopa

at spindle
pole

kinetochore
microtubule

'3 METAPHASE

centrosome at
spindle pole

At prophase, the replicated
chromosomes, each
consisting of two closely

associated sister chromatids,

condense. Outside the
nucleus, the mitotic spindle
assembles between the two
centrosomes, which have

replicated and moved apart.

For simplicity, only three
chromosomes are shown. In

diploid cells, there would be

two copies of each chromo-
some present. In the
fluorescence micrograph,
chromosomes are stained

orange and microtubules are

green.

Prometaphase starts
abruptly with the
breakdown of the nuclear
envelope. Chromosomes
can now attach to spindle
microtubules via their
kinetochores and undergo
active movement.

chromosome in active motion

At metaphase, the
chromosomes are aligned
at the equator of the
spindle, midway between
the spindle poles. The
kinetochore microtubules
attach sister chromatids to
opposite poles of the
spindle.

4 ANAPHASE

daughter chromesomes At anaphase, the sister

chromatids synchronously [
separate to form two
daughter chromosomes,
and each is pulled slowly
toward the spindle pole it
faces. The kinetochore
microtubules get shorter,
and the spindle poles also
move apart; both
processes contribute to
chromosome segregation.

shortening
kinetochore
microtubule

spindle pole
moving cutward

'5  TELOPHASE
During telophase, the two

sets of daughter chromo-
somes arrive at the poles of
the spindle and decondense.
A new nuclear envelope
reassembles around each
set, completing the formation
of two nuclei and marking
the end of mitosis. The
division of the cytoplasm
begins with contraction of
the contractile ring.

set of daughter chromosomes
at spindle pole

contractile ring
starting to
contract

interpolar
microtubules nuclear envelope reassembling

around individual chromosomes

6 CYTOKINESIS
During cytokinesis, the

completed nucear envelope
surrounds decondensing
chromaosomes

cytoplasm is divided in two
by a contractile ring of
actin and myosin

filaments, which pinches
the cell in two to create
two daughters, each with
one nucleus.

contractile ring
creating cdeavage
furrow

re-formation of interphase
array of microtubules nucleated
by the centrosome
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BILAN GENERAL

Enveloppe
Chromosome PP Cytosquelette
nucléaire
: Mise en place des MT polaires et astériens
Prophase Condensation + + P P
Eloignement des centrosomes
Mise en place des MT kinétochoriens (fixation
< : : : aux kinétochores
Prométaphase Condensation ++ Dislocation , )
Eloignement des centrosomes
Phosphorylation des lamines
Condensation +++
Métaphase Alignement sur la plaque - Equilibre des MT kinétochoriens
équatoriale
Condensation +++
Anaphase Séparation des chromatides - Raccourcissement des MT
et migration aux poles
. Décondensation : . : :
Télophase : Reformation Déphosphorylation des lamines
progressive
Décondensation Mise en place de I'anneau contractile
Cytokinese progressive + d’actine/myosine = constriction du cytoplasme
, jusqu’a séparation en 2 cellules
BCPS H—=ENEPB=STEPHANEDALAHNE
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CONCLUSION

= Le cycle cellulaire est une succession d’étapes identiques dont les durées varient selon les cellules
= La réplication est bidirectionnelle, semi-conservative, asymétrique et catalysée par les ADN polymeérases fideles

= Les divisions cellulaires fonctionnent de fagon similaire, mais la mitose est plutot conservatrice alors que la
méiose est diversificatrice

= Ces deux types de divisions on des places différentes dans la vie d’'un individu : la mitose intervient dans la
croissance et le renouvellement cellulaire, la méiose au cours de la reproduction sexuée
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CONCLUSION

= La diversification des génomes s’opére par 3 mécanismes :
» Mutations : rares, spontanées, aléatoires (par exemple du fait d’erreurs de réplication)

» Transferts horizontaux de genes : fréquents chez les procaryotes, plus rares chez les Eucaryotes. Les virus jouent un role
important dans les THG en transférant des portions de génome d’un hote a un autre

> Reproduction sexuée : méiose et fécondation génerent un brassage des alléles et expliquent en partie les différences entre
les descendants d’un couple

= La génération de diversité est un préalable nécessaire a I'évolution par les processus de sélection naturelle
(sélection du phénotype, donc du génotype, avantageux dans un contexte donné) et de dérive génétique
(évolution aléatoire des fréquences génotypique par échantillonnage au sein d’'une population)
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SUJETS D’ORAUX

Chapitre SV-F-1-2- La transmission de Uinformation génétique au cours des divisions cellulaires chez les
Eucaryotes (BCPST 1)

m e cycle cellulaire

m | e chromosome eucaryote au cours du cycle cellulaire

®m | a stabilité de Uinformation génétique au cours d’un cycle cellulaire
®m | a stabilité de Uinformation génétique

® | amitose

m  Comparaison mitose - méiose

m | esdivisions cellulaires
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SUJETS D’ORAUX (TRANSVERSAUX)

La relation structure-fonction dans la molécule d'/ADN
La replication de TADN

Les interactions ADN-protéines

La réplication de I'ADN

Comparer le déroulement de la mitose des cellules animales et des
cellules végétales

La mitose : une reproduction conforme ?

Le cytosquelette lors de la mitose

Le cycle cellulaire

Chromatine et chromosomes

L'importance du cytosquelette dans la division cellulaire
Le partage du matériel cellulaire au cours de la mitose
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Le cycle cellulaire ( qu'est-ce qu'un cycle cellulaire ?)

Interactions ADN-protéines au cours du cycle cellulaire
Conservation de l'information génétique au cours du cycle cellulaire
Le chromosome au cours du cycle cellulaire

Evolution d'UN chromosome au cours du cycle cellulaire

Evolution DES chromosomes au cours du cycle cellulaire

Qu'est-ce qu'un chromosome ?

Chromatine et chromosomes au cours du cycle cellulaire

Le chromosome, élément permanent et dynamique du cycle
cellulaire

Les divisions cellulaires
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