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le cycle cellulaire / I'apoptose (3h)
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I'horloge interne du cycle cellulaire -CDKs/Cyclines- - acteurs de la régulation
- cycle cellulaire & cancer
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Intro / bases du cycle cellulaire

1- définition «simple»

2- pourquoi les cellules doivent elles se diviser?

3- pourquoi les cellules doivent elles arréter de se diviser?

4- vision descriptive (microscopie) du cycle

5- les # acteurs «physiques» : centrosomes, fuseau, chromosomes/kinétochores,
enveloppe nucléaire, anneau d’actomyosine

6- résumé

7- notions temporelles




1- définition «simple» du cycle cellulaire

définition du cycle cellulaire

séquence des événements ordonnés nécessaires a la division d’une cellule

)

classiquement divisé en quatre phases

» S = Synthése d’ADN / M = Mitose
cecl correspond au cycle des chromoso

» Gl et G2 = phases de transition gsG ;Gag)
ciauires cygles ;ﬁ%@é‘t . centrosomique,’
illes, duplication et repartition des organit

»comment le cycle « tourne »? 2nde partie

du contenu génétique (cellules aneuploides, polyploide
donc qui pourraient propager des anomalies génétiques)




comment visualiser la duplication de 'ADN
(phase S)?

Analyse en cytométrie de flux

cells in Gy

colorant fluorescent spécifique de ’ADN phase

(Hoechst, iodure de propidium...)

utilisation d’'un cytomeétre en flux

(FACS) : trieur/compteur de cellules
en fonction de leur fluorescence donc de leur contenu en ADN

cells in Gz and
M phases

number of cells

»des nano gouttes de suspension cell.
(maximum 1 cellule/goutte) passent
dans un rayon laser

» fluorescence cellule unique déterminée,

»les cellules peuvent étre triées (en fonction de fluor.)

» détermination des cell. avec un contenu 1c
d’ADN, avec un contenu 2c 0 1 2
ou intermédiaire = cell. en phase S relative amount of DNA per cell

cellsin
S phase

(arbitrary units)




comment visualiser la mitose?

en microscopie optique classique
(depuis le XIXéme) du fait de la :
condensation des chromosomes
en mitose

en microscopie a épifluorescence
vert = microtubules

(centrosome + fuseau mitotique)
bleu = ADN (chromosomes)

en microscopie électronique !




2- pourquoi faut-il se diviser?

La cellule,

unité de base de tout étre vivant

La cellule

CHROMO SOME
(23 PAIRES)
CONTENANT
LADN
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g2} O\
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noyau : contient chromosome gene
tous les chromosomes

finalité du cycle cellulaire : dupliquer la cellule sans altérer son contenu génét.
(mutations/réarrangements chomosomiques) donc nécessité d’'un mécanisme

fiable et fidele




pourquoi les cellules doivent-elles se diviser?

oeuf fecondé : 30.000
une > milliards
cellule ' ' de
/4 ) cellules
3.1013

série de divisions / 4.10%3 bactéries (microbiote)
(&tre humain = écosystéme!)

nécessité de beaucoup de divisions fideéles pour propager la vie

3- pourquoi faut-il arréter de se diviser?




pourquoi les cellules doivent-elles arréter de se diviser?

oeuf fecondé : 30.000

une milliards
cellule de

o L cellules

série de divisions
- si les divisions continuent : croissance exponentielle (x2/jour)...

- adulte : seule 1 cell./10.000 doit se diviser (renouvellement :
cellules de la peau, de I'epithélium digestif, globules...) : homéostasie

- importance des mécanismes de frein a la division (tumeurs)

- des cellules doivent disparaitre : apoptose (suicide cellulaire : dernier cours)

analogie entre la vie d’'un organisme & la Trimurti (trinité indienne)

BRAHMA VISHNU SHIVA
création préservation destruction
cycle cellulaire  réparation apoptose

vie harmonieuse et équilibrée d’'un organisme = équilibre dynamique entre les trois

(homéostasie)

cancer = maladie du cycle, I'’équilibre est rompu...

cancer = trop de cycle cell. — réponse thérapeut. : inhibition cycle / activation apoptose




Le cycle cellulaire : les différents types de cycles
eliuies mitochondries

i (i | M
1- Le cycle chromosomique (mitose) N e §
) >
2- Le cycle centrosomique (centrosome: 1)
chromosome
réplique

3- Les cycles cytoplasmiques (cytokines : "- )
\ // 50 N

S —S i
une cell. ne peut pas synthétiser de nouv. mitochondries, elle:ne-feat gue les dupliquer.. |

4- vision descriptive (microscopie) du cycle




vision rapide d’ensemble des différentes étapes du cycle

prophase :
» condensation des chromosomes
bsép('%ra}ion des deux centrosomes

Centrosome: _Sister chromatids
\

prométaphase :

Prupture enveloppe nucléaire
Prometaphdse .

»formation du fuseau

wicrotobule

oterphase
=G1+S+G2

fin d’interphase :
»centrosome dupliqué

N\
» chromosomes dupliqués/ N
N\

MITOSE

Spindle microtubules

| attach to kinetochore.

métaphase :
» align. chrom. sur la
: laque équatoriale

»un seul centrosome

début d’interphase : }
» chromosomes non duiliqués

Anaphase

»séparation des 2 lots de chrom.
» anaphases A et B

télophase :
» reformation enveloppe nucl.
» décondens. des chrom.

5- les différents acteurs du cycle

a P centrosome/centrioles

b »fuseau mitotique

¢ »chromosomes/kinétochores (centromeéres/télomeres)
d »enveloppe nucléaire et sa rupture

e P-anneau d’actomyosine (cytokinése)

f »implication du cytosquelette/conclusion
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a- le centrosome / centrioles

le centrosome est constitué de deux centrioles perpendiculaires
entourés par du matériel péricentriolaire

0.1 um

un centriole est un tube creux

' constitué de neufs triplets
* de microtubules (MT)

11



les microtubules des polyméres de protéines globulaires, les tubulines

MT = partie du cytosquelette

B
élém. de base : hétérodimere 8
tUbUIIneS GIB’ hétérodimére de tubuline
eXtrémité DIUS C@té tubuline B (= sous-unité du microtubule)

o

(D) ==
tubuline a associée a GTP

H .z N rotofilament
tubuline B associée & GTP ou GBP

o

&

@

=)

=

o
p 2

hétérodiméres a/f s’associent

P
pour former un protofilament O
sl
el
13 protofilaments s’associent en // X E &
avec décalage : le microtubule (MT); iy
tube creux de 25 nm de diamétre "
ext. (et 14 nm de diam. inter.) Yo
>
e
b o
le microtubule est donc polarisé : | | exrénite )
tub. B-GTP=polymérisation (allongern,)® ! | i mei® \
tub. B-GDP=dépolymérisation (racc@urc.) (©) microtubule

le centrosome : le Centre Organisateur des MicroTubules
(COMT) de la cellule

o OQ_
i -
s@lo
® o
cellule interphasigue en phase G1: structure du centrosome :
le centrosome est situé pres du noyau centrioles et matériel péricentriolaire
et les MT cytosoliques (solitaires) avec ses sites de nucléation des MT,
rayonnent a partir de lui des structures en anneaux contenant
(extrémités + & la périphérie) de la tubuline y qui fixent et stabilisent

les extrémités — des MT

donc les MT interviennent a deux niveaux : constituants des centrioles et du fuseau

12



croissance et décroissance des MT ancrés au centrosome
par instabilité dynamique de leur extrémité + périphérique

7

1 b %
de facon exploratoire, le centrosome sort continuellement des MT dans diverses
directions et les rétracte : comme un pécheur alaligne

les MT sont indépendants les uns des autres : pour allong. comme pour racourc.

ils vont faire ¢a jusqu’a ce qu'ils trouvent & captent des chromosomes...

duplication du centrosome et formation du fuseau

Interphase cell

les MT explorent jusqu’a trouver un
chromosome (impossible en interphase
puisqu’il y a I'enveloppe nucléaire)

/o
Chromasomes”

Centrosome

13



la duplication ou cycle du centrosome

Représentation schématique du cycle du centrosome

en mitose les 2 en phase G1 les 2 centrioles
centrosomes se séparent: s’écartent 'un de I'autre
Séparation en restant perpendiculaires :

Désorientation

les centrioles fils
terminent leur croissance:

M G1

es se duplique

G2

NES ===t
T

iole fils est perpendicul.

b- les chromosomes / les kinétochores
/ les télomeres

14



les chromosomes

Chromosome mitotique

Ctvomatd Cheomatid

Base Paira 1
¢ | DNA{double helix)
/ Z ,-""*;-

Chmma;vdf:
assemblage de protéines (histones) chromosome = béaton coloré
et ADN » compaction trés forte de TADN ~ ambiguité » composé de une (G1)
gq métres » < gqq pm (taille du noyau) ou deux (G2) chromatide(s)

les kinétochores ou cinétophores

Chromosome kinétochore/cinétop_hore
répliqué = complexe lamellaire
= e 3 a5 couches selon les organismes

Région du centromére
du chromosome

Microtubules
kinétochoriens

Chromatide

15



télomeres & cycle cellulaire / télomeres & cancer

les télomeres sont les zones situées aux
extrémités des chromosomes

les télomeres protegent les extrémités des
chromosomes de la dégradation

les télomeéres sont synthétisés par une enzyme
composée d’1 partie ARN et d’1 partie protéique :
la télomérase

sans télomérase les télomeres raccourcissent a
chaque cycle cellulaire pour finalement disparaitre

le chromosome n’est alors plus protégé et
s’endommage : contribuant au vieillissement

la télomérase est présente dans les cellules de la lignée germinale et dans certaines
cellules souches somatiques, mais absente dans les cellules somatiques adultes

donc dans les cell. somatiques, au cours des divisions, les téloméres se raccourcissent
ce qui provoque/contribue au vieillissement cellulaire : « on a I'dge de ses télomeéres »

dans les cellules tumorales, la télomérase est surexprimée:
les télomeéres ne se raccourcissent pas & les cellules tumorales sont « immortelles »

un aparté sur les téloméres : prix Nobel de Médecine 2009
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2009 (released on the 5t of

October 2009)

"for the discovery of how chromosomes are protected by telomeres and the
enzyme telomerase"

Elizabeth H. Blackburn Carol W. Greider Jack W. Szostak
1/3 of the prize 1/3 of the prize 1/3 of the prize
USA USA USA

Harvard Medical School;
Massachusetts General
Hospital

Boston, MA, USA; Howard
Hughes Medical Institute

Johns Hopkins University
School of Medicine
Baltimore, MD, USA

University of California
San Francisco, CA, USA

b. 1948 b. 1952
(in Hobart, Tasmania, b. 1961 (in London, United
Australia) Kingdom)




c- la membrane nucléaire et sa rupture

La membrane/enveloppe nucléaire

rble crucial de la lamina nucléaire = réseau de filaments intermédiaires formant
une structure de soutien interne du noyau (= armature de la tente)

ADN et protéines
associées (chromatine)
Y Vil
- 25
— -—.

Nucléole

Réticulum
endoplasmique

enveloppe nucl.
= double bicouche
lipidique en relation
avec le Retic. Endop

Centrosome

Microtubule

Lamina nucléaire

Filaments
intermédiaires

Pore nucléaire

Membrane nucléaire extern

e e] Enveloppe nucléaire
Membrane nucléaire interne

17



La membrane/enveloppe nucléaire

la lamina nucléaire sous-jacente a I'enveloppe nucléaire est phosphorylée

par la kinase CDK1-Cycline Mitotique (CDK1/cycl. B) en prométaphase ce qui
conduit au désassemblage du réseau de lamines (disparition des piquets de la tente)
»effondrement & fragmentation de I'enveloppe nucléaire (la toile de tente)

»les MT peuvent accéder pour la premiere fois aux chromosomes condensés et
se lier a leurs kinétochores

I’enveloppe nucléaire ne « disparait » pas : ses constituants se dispersent dans le
cytoplasme sous forme de vésicules indistinguables du réticulum endoplasmique
» son matériel est « en réserve »

»les lamines phosphorylées (donc dépolymérisées) restent associées aux chromosomes

en fin de mitose (télophase), les lamines associées aux chromosomes

sont déphosphorylées

»reformation du réseau de lamines polymérisées autour des chromosomes
»recrutement des vésicules issues de la fragmentation de I'enveloppe nucléaire
»réapparition de la membrane nucléaire autour des deux lots de chromosomes

en résume... ) ,
entree en mitose :

activation
CDK1/cycline B (cf. partie 2)

Complexe du

Lamines ADN
pore nucléaire | 7

Membrane nucléaire
Enveloppe | interne ]

nucléaite [ Membrane nucléaire — Protdines
externe PHOSPHORYLATION du complexe
FUSION DES DES LAMINES du pare nucléaire
CHROMOSOMES Lamines A isati
ENVELOPPES v de7qrgan|sat|on
~ ® dufréseau de
NOYAU EN INTERPHASE \nes

pas de formation
possible du fuseau

/ @, de I’enveloppe
- e nucléaire

. - Chromatide L

— = Fragmants de

FINDE LA AT

TELOPHASE L

'enveloppe nucléaire
FUSION DES FRAGMENTS b
DE L'ENVELOPPE NUCLEAIRE ' A
reconstitution

de I'’enveloppe
nucléaire

formation du

PROPHASE  fiseau

~ DEPHOSPHORYLATION
DES LAMINES

désactivation
DEBUT DE LA TELOPHASE CDK1/cycline B (cf. partie 2)
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la rupture de I'enveloppe nucléaire permet aux MTs émanant
des centrosomes d’agripper les chromos. via le kinétochore

Prophase

prophase : les extrémités +
des MTs émanants des
centrosomes n’ont

pas d’acces aux chromos.

Breakdown of

nuclear envelope Qrométaghase :

Formation of rupture envelop‘ nUC-|. Prophase
mitotic spindle suite a phosphorylation des
lamines par CDK1/cycline B
Molaphase ce qui provoque leur
Polar microtubules

metaphase :
les extrémités + des MTs

s’attachent aux kinetochores
les chrom. vont s’aligner sur
la plaque équatoriale

Astral Kinetochore
microtubules microtubules

d- le fuseau mitotique et la séparation
des chromosomes

19



métaphase : le fuseau est bien en place, les chromos. alignés sur la plaque équatoriale

Pdle du fuseau Chromosome
| répliqué Kinétochore

Centrosome | (chromatides sceurs)

'\ | Protéine
4+ motrice

+ FYEERD

3 #sortes MT

les MTs astériens «ancrent» les
centrosomes a la membrane cellulaire

les MTs kinétochoriens sont ceux sur
lesquels les chromos. sont arrimés

les MTs chevauchants permettent la
formation/stabilité du fuseau mitotique

L |

10 pm Péle du fuseau Centrosome

les chromosomes sont préts a étre séparés (anaphase)...

anaphase : les deux lots de chromosomes sont séparés... en deux temps (anaph. A et B)

ANAPHASE A ANAPHASE B
7= ==
R. nent des micre (1) Une force de glissement est engendrée
i iens ; mo des entre les microtubules chevauchants issus
fils vers les pO[as : forces engendrées surtout des pbles opposés pour repousser les péles
au niveau du kindtochore (2) Une force de fraction agit directement

sur les pdles pour les séparer

>

"= Croissance des microtubules
a I'extrémité plus des
microtubules chevauchants

anaphase A : est impliquée la dynamique
des MTs... et peut-étre des protéines moteurs
au niveau des kinétochores (mécanisme actif)

20



anaphase A :
entrainement des chromos. par les MTs : rOle des kinétochores
deux modéles possibles :

Direction du Direction du
mouvement du mouvement du
A : h . . chromosome
mécanisme SR mécanisme
«actif» «passif»

Protéine avec une forte
affinité pour la tubuline

Protéine motrice polymérisée

actionnée par I'ATP _____

Microtubule
kinétochorien

Microtubule
kinétochorien

Kinétochore Kinétochore

Chromosome Chromosome

(A) Les protéines motrices actionnées par I’ATP entrainent (B) Le désassemblage des microtubules
le mouvement du chromosome et le désassemblage entraine le mouvement du chromosome
des microtubules

mécanisme actif : intervention des protéines moteurs mécanisme passif : pas de protéines moteurs implig.

anaphase B : des prot. moteurs provoquent I'allong. du fuseau et I'écartement des pdles

les controsomes sont tirés

vers les extrémités de la

‘b cellule (protéines motrices
et MTs astériens) :
anaphase B

des protéines motrices
/klm'lnchum microtut ’

provoquent le glissement
des MT chevauchants (en
consommant de 'ATP) :
anaphase B

Adtral microtubules Polar microtubules

5 |

£
\.

' l'/ ©)
Plus end- —’/_4 .
directed motor Plus end-directed motor directed motor
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e- 'anneau contractile d’actomyosine
(cytokinese/cytodiérese)

la cytokinése (ou cytodiérése) correspond a la phase de séparation «physique»
des deux cellules filles (cycle cytoplasmique) a la fin du cycle cellulaire

la cytokinése fait intervenir un anneau contractile d’actomyosine qui permet
la séparation entre les deux cellules filles

anneau d’actomyosine : capable de se contracter comme une fibre musculaire

(A) B)

__— Contractile ring

a ring of actin and myosin filaments,

electron micrograph of a frog egg un- |
/Visuals Unlimited). 1 mm
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contraction des fibres d’actomyosine

filament épais filamgnt fin
(myosine) (actine)
|

disque Z
RELAXATION ] l CONTRACTION

les myosines sont des protéines moteurs qui, en hydrolysant I'ATP, permettent leur
déplacement le long des fibres d’actine, donc la contraction des muscles

f- cytosquelette et cycle cellulaire

23



les deux forces motrices mises en jeu pendant le cycle cellulaire :
deux éléments du cytosquelette : microtubules et filaments d’actomyosine

—_—
PROGRESSION
DANS LA
PHASE M
Microtubules du Filaments d'actine et de myosine
fuseau mitotique de I'anneau contractile
mouvement des chromos.= mouvement de contraction de 'anneau=
polymerisation/dépolym. des MTs mouvement myosine sur actine
+ protéines moteurs (consom. ATP) (comme dans fibres musculaires) :

consommation d’ATP

6- resume...
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88 cvrooeaese

. linterphase (= G1+S+G2)

men CYCle

enveloppe
nucléaire .
intacte

centrosome

fuseau
mitotique
en formation

men CYyCle INTERPHASE
centrosomes dupliqués
microtubules
enveloppe
nucléaire
chromosomes
décondensés
dans le noyau
membrane
plasmique
Pendant I'interphase, la cellule augmente en taille.
L’ADN des chromosomes est répliqué et le
centrosome dupliqué.
Tyt prop
B TrioPHASE -, B PROMETAPHASE v
B e A . PROPHASE En prophase, les

chromosomes répliqués,
constitués chacun de deux
chromatides sceurs
étroitement associées, se

condensent. A I'extérieur
du noyau, le fuseau
mitotique s’assemble entre
les deux centrosomes qui
commencent a s'éloigner
I'un de I'autre.

kinétochore *
chromosomes condensés

avec deux chromatides sceurs

maintenues ensemble sur toute leur longueur

caractéristique principale de

aprophase :
condensation des chromosom.

25



88 cvrooeaese

1 T7LoPHAsE

NTERFIASE

e CYClE oo du fuiegu par la rupture de

la prométaphase

Ml FromAse

] PROMETAPHASE

i . PROMETAPHASE La prométaphase

commence brusquement

I'enveloppe nucléaire. Les
chromosomes peuvent
maintenant s'attacher aux
microtubules du fuseau
par l'intermédiaire de leurs
* fragments kintochores, et ils
d'enveloppe présentent des
nucléaire mouvements actifs.

2 ~
microtubule ~ chromosome en mouvement actif

du kinétochore

commence par la rupture de
I’enveloppe nucléaire

les chromos. peuvent alors
s’ancrer aux MTs du fuseau :
formation du fuseau

88 cvrooeaese

1 T7LoPHAsE

B Awrse B METAPHASE

WTERIASE

Ml FromAse

la métaphase

I ProvETAPHASE . METAPHASE En métaphase, les

chromosomes sont alignés
al'équateur du fuseau, a
mi-chemin entre les deux
poles. Les microtubules
des kinétochores appariés
sur chaque chromosome
s'attachent aux poéles
opposés du fuseau.

men CYCle pole du fuseau

microtubule
de |'aster

pole
du fuseau

- kinétochores de tous
les chromosomes alignés sur un plan
a mi-chemin des deux poles du fuseau

caractéristigue principale de
la métaphase :

58 les chromosom. s’alignent
g Sur la plaque équatoriale

el
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'anaphase

[4] ANAPHASE

il omuse
B sroveTamase
deux jeux de chromosomes

[ METAPHASE

men CYyCle

microtubule
du kinétochore
se raccourcissant

s'éloignant

poles du fuseau

vers |'extérieur

En anaphase, les chroma-
tides appariées se séparent
toutes en méme temps pour
former les deux jeux de
chromosomes qui sont tirés
lentement, chacun vers

le péle du fuseau auquel il
est attaché. Les microtubules
du kinétochore deviennent
plus courts, et les poles

du fuseau s'éloignent I'un
de l'autre ; ces deux
mouvements contribuent

a la ségrégation

des chromosomes.

caractéristigue principale de

I’anaphase :
séparation des deux lots de

chromosomes

Anaphase A : les chromos. sont séparés grace a la traction du fuseau (MT kinétochor.)

Anaphase B : |la séparation est achevée par I'écartement des centrosomes
(MT chevauchants et astériens)

B rromuast
6 PROMETAPHASE

Bl TELOPHASE

jeu de chromosomes
a un pole du fuseau

B METAPHASE

men CYyCle

commence a

_ microtubules
interpolaires

I'enveloppe nucléaire se

I'anneau contractile

poéle du fuseau

la télophase

Pendant la télophase,

les deux jeux de
chromosomes atteignent
les péles du fuseau.

Une nouvelle enveloppe
nucléaire se reforme
autour de chacun des jeux,
achevant la formation de
deux noyaux et marquant
la fin de la mitose.

La division du cytoplasme
commence avec
I'assemblage de I'anneau
contractile.

se former

reforme

autour des chromosomes

| caractéristique principale de

la télophase :
reformation de I’envelop. nucl

autour de chacun des 2 lots
de chromosomes




J cvrooenese

81 TrLoPHASE

B owrst

W momase

6 PROMETAPHASE

) MeTAPHASE

men CYyCle

la cytokinése/cytodiérese
|8l cvTopiERESE

Pendant la cytodiérese

¥ d’une cellule animale, le
enveloppe nucléaire compléte i
autour des chromosomes cytoplasme est divisé en
en train de se décondenser deux par un anneau
contractile constitué de
filaments d'actine et de
myosine, qui pince la
cellule pour créer deux
cellules filles, chacune
ayant un noyau.

~ reformation de I'organisation
des microtubules d'interphase
a partir du centrosome

1 caractéristigue principale de
la cytokinése/cytodiérése :

filles grace ala contraction de
4 I’anneau d’actomyosine

séparation physique des 2 cell.

vidéo
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7- notions temporelles

notions temporelles

pour une cellule de mammifére en cult.
anaphase (sépar. des chr.) : gq minutes

temps de génération :
» cellules humaines = 24h (Hela 22h)
»levure = 2h
s =12H » bactérie = 20 min.

mitose :
»levure = 10 min.
» cellules humaines = 1h
NTERPRAS® » pendant la nuit (- de stress)
la chronobiologie :
- pb du travail de nuit (stress pdt
mitose : + de cancers?)
- période d’administration de
drogues antimitotiques (cancers)
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conclusion : mitose = cuisine japonaise

Le cycle cellulaire

Marc Blondel

introduction / bases du cycle cellulaire / acteurs physiques

I’horloge interne du cycle cellulaire -CDKs/Cyclines- / acteurs de la régulation
/ cycle cellulaire et cancer
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horloge interne cycle cellulaire :
CDK/Cycline

1- les complexes CDK/Cycline : les moteurs du cycle chez tous les eucaryotes

2- rappels sur les protéines kinases

3- les CDKs : caractéristique essentielle : inactives a I'état monomérique

4- pourquoi les CDKs sont inactives a I'état monomérique? assoc. avec les Cyclines
5- autres niveaux de régulation des CDKs : phosphorylations inhib. et activatrices
6- inhibition des CDK/Cyclines par les CKi

7- régulation des complexes CDK/Cycline par protéolyse ubiquitine dépendante

8- récapitulatif de 'ensemble des régulation des complexes CDK/Cycline

1- les complexes CDK/Cycline :
les moteurs du cycle chez les eucaryotes
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le moteur du cycle cellulaire chez les eucaryotes : CDKs et cyclines

- CDKs = sérine/thréonine kinases (enzymes phosphorylant la fonction OH des
chaines latérales des sérines et des thréonines)

- inactives a I'état monomérique Q

- pour étre actives doivent
s’associer a des Cyclines :
s/unités activatrices instables a G2
apparition cyclique (d’ou leur nom)

CDK inactives a 1’état
monomeérique

¢

-d’ou le nom de CDKs : Cyclin

Dependent Kinases / Kinases ‘ \_/e

B)

Gl

N\

Dépendantes des Cyclines

CDK inactives a I’état
monomeérique

2- rappels sur les protéines kinases
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kinase = enzyme catalysant le transfert d’'un groupement phosphate de I'ATP
sur son substrat

protéine kinase : substrat = protéine (il existe aussi des lipide kinases...)

sérine/thréonine kinase : le phosphate est transféré sur la chaine latérale
d’'une sérine (S) ou d’'une thréonine (T) (il existe aussi des tyrosine kinase -Y-)
l'alcool de la chaine latérale de ces acides aminés est estérifié par le phosphate

les CDKs (ki tonine kinases

des cyclines)

HE—NH, HC—KH_*
coo OO
Phosphothréonine Phosphoséri ne

Fhosphotyrosine Coo

3- les CDKS : inactives a I'état monomeérique
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Les CDKs et cyclines : le moteur du cycle cellulaire chez les eucaryotes :

- CDKs = ser/thr kinases

- inactives a I'état monomérique

Complexe actif

CDK/Cycline L
CDK inactives a 1’état
Y monomérique
entrée en
phase S Sﬁ & Cycline
mitotique
GZ‘
entrée en
M .
Gl mitose
Cycline G1

Complexe actif
Q Cdk/Cycline
-pour étre actives elles doivent
CDK inactives a I"état s’associer a des cyclines :
monomerique s/unités activatrices instables
protéolyse 4oy le nom de CDKSs : Kinases
Dépendante des Cyclines

le ballet des Cyclines = donne le mouvement oscillatoire qui fait «tourner» le cycle
d’ou le nom d’horloge interne ou de moteur du cycle cellulaire

en général, le taux de CDK reste constant alors que I'accumulation des Cyclines (et
donc l'activité des CDKs) est périodique

taux de )
= taux de Cycline
complexe

Cycline B

point de
restriction
Cdk4/CycD : passage du Cdk2/CycE Cdk1/CycA Cdk1/CycB
point de restriction = entrée en entrée en entrée en
engagement irréversible phase S phase G2 mitose

dans le cycle cellulaire




les principaux couples de CDK/Cycline

= MPF (Mitosis Promoting Factor)

Eacteur Promouvant la Mitose
CyclinE

1¢" couple CDK/Cycline découvert
phosphoryle notam. les lamines

(rupture enveloppe nucléaire)
R = point de Restriction en phase G1,

point d’engagement irréversible
dans le cycle (les cellules ne peuvent
plus revenir en arriére)

'augmentation de quantité de Cycline D a un effet prolifératif : retrouvée dans un
beaucoup de cancers

un méme type de CDK peut s’associer successivem. a plusieurs Cyclines différentes
(ex. : CDK1 avec Cycline A et Cycline B)

un méme type de Cycline peut s’associer a plusieurs CDKs différentes
(ex. : Cycline A avec CDK2 et CDK1)

il existe donc toute une combinatoire de couples CDK-Cyclines :
une douzaine de CDKs et une vingtaine de cyclines chez 'lhomme
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codécouvreurs du MPF (CDK1/Cycline B)

4- pourquoi les CDKs sont inactives a I'état
monomeérique?
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pourquoi les CDKs sont inactives a I’état monomérique?

les Cdks sont inactives a I'état monomérique a cause de la «boucle T»

la «boucle T» est une partie de la CDK qui empéche les substrats
d’accéder a son propre site catalytique (boucle T = porte) :
mécanisme d’auto-inhibition (par encombrement stérique)

la fixation de la Cycline (s/unité activatrice) sur la CDK provoque un
changement de conformation de la CDK

ce changement de conformation de la CDK provoque I'écartement
de la boucle T (ouverture de la porte)

le site catalytique de la CDK est maintenant accessible au substrat :
la CDK (en association avec sa Cycline) est maintenant active, préte a
phosphoryler ses substrats

les CDKs : inactives a I’état monomérique a cause de la «boucle T»
STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DES CDKs

. i
petit lobe [! )
N-terminal

ATP-binding pocket
site de liaison du :
substrat et de ’ATP . <+—boucle T

= site catalyt.

C .
i

grand lobe
C-terminal

quand la CDK est a I'’état monomeérique, la boucle T empéche 'accés au site
catalytique (la porte est fermée) »la CDK est donc inactive...
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la fixation des Cyclines conduit a I'activation des CDKs en abaissant
la boucle T libérant le site catalytique (la porte est ouverte) :
STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DU COMPLEXE CDK/CYCLINE

le substrat peut
aCcéderfau'site
catglytique

la porte
s’ouvre!

B T-loop, Phos.
® Phosphate Group

resume intermeédiaire...

activation CDK : 1- fixation Cycline

[1. Association with cyclins.

@ Thr
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5- régulation par phosphorylation des CDKs

a- phosphorylation activatrice

b- phosphorylations inhibitrices

Les CDKs sont elle mémes régulées par phosphorylation

a- une phosphorylation activatrice :
»les CDKs doivent étre phosphorylées sur la thréonine 160 de la
boucle T pour étre pleinement actives,
» en effet, cette phosphorylation provoque I'ouverture compléte
de la porte : le substrat gagne un plein accés au site catalytique
P cette phosphorylation sur la T160 est catalysée par une autre
kinase : la CAK (CDK Activating Kinase / Kinase Activant les CDKs)
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activation des Cdks : fixation des cyclines (et phosphorylation de la T160)
abaissement de la boucle T libérant le site catalytique (la porte est ouverte)

le substrat peut
atceéderfpléinem.
au gite catalytiques.

la porte
s’ouvre
complétement!
B T-loop, Phos.
® Phosphate Group

Les CDKs sont elle mémes régulées par phosphorylation

a- une phosphorylation activatrice :
»les CDKs doivent étre phosphorylées sur la thréonine 160 (ou aux
alentours) de la boucle T pour étre pleinement actives,
» en effet, cette phosphorylation provoque I'ouverture compléte
de la porte : le substrat gagne un plein accés au site catalytique
P cette phosphorylation sur la T160 est catalysée par une autre
kinase : la CAK (CDK Activating Kinase / Kinase Activant les CDKs)

b- deux phosphorylations inhibitrices :
» une kinase, Weel, phosphoryle les CDKs sur leur thréonine 14 (T14)
et leur tyrosine 15 (Y15),
»ces deux phosphorylations inactivent les CDKs
»une phosphatase (CDC25) est capable d’enlever ces deux
phosphates inhibiteurs et donc de réactiver les CDKs
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comment le systéme est «remis a zéro»?
grace a la protéolyse des Cyclines (voir point 7)

resume intermeédiaire...

activation CDK : 1- fixation Cycline
2- phosphorylation activatrice (~T160)
3- enlever les phosphorylations inhibitrices (T14 et Y15)

P. Association with cyclins.

2. Activating
phosphorylation
of threonine around

position 160.

3. Inhibitory phosphorylation
of threonine 14 and
tyrosine 15.
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6- régul. des CDKs par les les inhibiteurs de
CDK (CKi) : des « anticyclines »

un niveau supplémentaire de régulation des CDKs
les inhibiteurs de CDKs (CKi) : des «anticyclines»

les CKi (inhibit. de CDK) sont des protéines inhibitrices des CDKs
(= «anticyclines», les cyclines étant des protéines activatrices) :
» tout comme les Cyclines, les CKi se lient aux CDKs,
» tout comme les Cyclines, les CKi sont trés instables & a apparit. cyclique

CKi = «anticyclines» car elles inhibent les CDKs (a la # des Cyclines)

la fixation de la CKi sur le complexe CDK/Cycline provoque un changement
conformationnel de la CDK altérant ainsi la reconnaissance du substrat

en outre (dépend du type de CKi) une partie (N-term) du CKi s’introduit
dans le site catalytique de la CDK, en bloquant ainsi complétement I'accés

on passe donc d’'un complexe bipartite CDK/Cycline actif
a un complexe tripartite CDK/Cycline/CKi inactif

42



un niveau supplémentaire de régulation des CDKs
les inhibiteurs de CDKs (CKi) : des «anticyclines»

Cyeline
mitist ||u

- B O
V‘:.\/
SOf

/ﬁ\'}\‘. D o«
|

inhibitio omplexe

protéolyse Cyeline G1

réactivation du complexe

structure tridimensionnelle CDK2 / Cycline A/ p27

le CKi p27 «coiffe» le sommet

du complexe CDK2/Cycline A
p27 (CKi) et rentre dans la poche de fixation
du substrat empéchant ainsi 'accés
» de ce dernier

boucle T
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activation CDK :

resume intermeédiaire...

1- fixation Cycline

2- phosphorylation activatrice (~T160)

3- enlever les phosphorylations inhibitrices (T14 et Y15)

4- se débarrasser de la CKi (protéolyse ubiquitine/protéasome)

F. Association with cyclins.

4. Association with Cdk

inhibitors (CKl's).

3. Inhibitory phosphorylation
of threonine 14 and
tyrosine 15.

2. Activating
phosphorylation

of threonine around
position 160.

illustration du réle d’un CKi : délétion de p27 chez la souris
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analogie entre cancer et une voiture qui devient incontrélable...
deux défauts peuvent conduire a une voiture incontrélable : ' p
»'accélérateur reste bloqué en position max.

» les freins ne répondent plus

£x

i CKi
protéolyse ¥
inhibition du complexe

c’est la méme chose pour une cellule cancéreuse qui se multiplie trés rapidement
de facon anarchique (qui devient donc incontrdlable) :

»les mécanismes activateurs du cycle (ex. CDK/Cycl. G1 -CDK4,6/Cycl. D-)
restent bloqués en position maximale (ex. surexpression/stabilisation Cycl. D)

» les freins (ex. CKi) ne répondent plus (ex. p27 absente -mutation- comme
dans la souris p27 -/- ou surdégradée)

7- regul. des CDKs par proteolyse
ubiquitine/protéasome dépendante

la principale voie de dégradation des protéines solubles chez les eucaryotes
il y aura d’abord dégradation (protéolyse) des CKi, donc activation des CDKs
il y aura ensuite dégradation des Cyclines, donc « remise a zéro » du systéme

on revient ainsi & des CDKs monomeériques inactives
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8- récapitulatif sur la regulation des CDKs
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réesume final régulation des CDKs

régulation CDK : 1- fixation Cycline
2- phosphorylation activatrice (~T160)
3- enlever les phosphorylations inhibitrices (T14 et Y15)
4- fixation CKi (inhibe le complexe Cdk/Cycline)
5- protéolyse des CKi (puis des Cyclines)

5'. Proteolysis of Cyclins

P. Association with cyclins.

5. Proteolysis of CKi

4. Association with Cdk
inhibitors (CKl’s).

2. Activating
phosphorylation

of threonine around
position 160.

3. Inhibitory phosphorylation
of threonine 14 and
tyrosine 15.

pourquoi les CDKs sont elles sujettes a tant de régulations différentes?
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pourquoi les CDKs sont elles sujettes a tant de régulations différentes?
ce sont des acteurs cruciaux de larégulation du cycle (= moteur du cycle)
leur dérégulation est retrouvée dans de nombreux cancers

I'évolution a probablement sélectionné tous ces mécanismes de régulation pour
assurer le moins de dérapages possibles du systeme :
redondance des mécanism. de régul.= moyen d’éviter I'effet délétere de mutations
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illustration du réle d’un CKi : délétion de p27 chez la souris
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