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Chapitre 1
Généralités sur la cellule

1. Historique

L’histoire de la biologie cellulaire est étroitement liée aux progrés de I’humanité dans le domaine de
I’optique et la mise au point de lentilles agrandissantes et par la suite la découverte et le perfectionnement
des microscopes.

Les premiers microscopes composés ont été mis au point a la fin du XVle siecle ce qui a activé les
recherches sur les objets microscopiques.

A partir de cette époque on peut résumer 1’histoire de la biologie cellulaire comme Suit :

» L’anglais Robert Hooke (1665) propose,
pour la premiere fois, le terme cellule (petite
chambre) en observant des coupes de liege avec
un microscope rudimentaire a une seule lentille

(en fait des cellules végétales mortes).

> Le hollandais Antony  Van

Leeuwenhoek (1674) décrit plusieurs
micro-organismes  vivants  (protistes,

bactéries).

Microscope d'Antony Van Leeuwenhoek (G) et
de Robert Van Hook (D)



Les allemands Mathias Schleiden et Theodor Schwann (1838-1839),

suite a ’observation de multiples organismes animaux et végétaux,

parviennent a la formulation de la théorie cellulaire a travers deux

/.

MATTHIAS SCHLEIDEN THEODOR SCHWANN

principes:

® Principe 1: tous les organismes sont constitués d’une ou de plusieurs cellules.

® Principe 2 : la cellule est ’unité structurale de la vie.
L’allemand Rudolph Virschow (1855) a énonceé par la suite le 3° principe :

®Principe 3 : Les cellules ne peuvent provenir que de la division d’une cellule

préexistante. (omnis cellula ex cellula)

Louis pasteur a par la suite
réfuté la génération
spontanée confirmant ainsi

le principe de Virshaw.

Les progres incessants dans les équipements
microscopiques ont permis 1’identification

des principales structures cellulaires :

1898 : mise en évidence de I'appareil de GOLGL



2. Définition
®].a cellule est I’'unité de base de point de vue structure et fonction des organismes biologiques.

®Toute cellule dérive d’une cellule préexistante par division.
3. Echelle des dimensions cellulaires
Les dimensions cellulaires sont de I’ordre du pm: 0,1 pour les bactéries jusqu’a environ 30 pm pour les
cellules animales et végétales.
Ce sont des dimensions intermédiaires entre celles des molécules (de 1I’ordre du nm) et des organismes

(au-dela de 0,1 mm).
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4. Différents types de cellules
Il existe deux types fondamentaux de
cellules :
» Les cellules procaryotes (pro =
primitif; caryon = noyau)
»  Les cellules eucaryotes (eu =vrali,
caryon= noyau)
Les cellules procaryotes (pro = primitif ;
caryon = noyau): cellules sans vrai noyau
¢’est-a-dire que le matériel génétique n’est
pas enfermé dans une enveloppe
nucléaire.et sans organites a part des replis
de la membrane plasmique dits

Mesosomes.

Les cellules eucaryotes (eu =vrai, caryon=
noyau): le noyau est délimité par une
enveloppe nucléaire. Des membranes

internes délimitent des compartiments

cytoplasmiques appelés organites.

Capsule

Paroi
cellulaire

Membrane
plasmique

. \
Ribosomes

—f Cytoplasme

Flagelle



La figure suivante illustre la structure d’une cellule procaryote :




Parmi les cellules eucaryotes on distingue deux
types de cellules:

» Les cellules
animales

» Les cellules
végétales




Les cellules animale et végeétale sont entourées par une membrane plasmique et présentent, en grande
partie les mémes organites. Mais, La cellule végétale est caractérisée par:

» Laprésence d’une paroi squelettique
> La présence des plastes.

» Une vacuole de grande taille pouvant occuper la plus grande partie du volume cellulaire.

Les cellules procaryotes correspondent essentiellement a des organismes unicellulaires. Il s’agit
essentiellement des bacteéries.

Escherichia col e : Streptococcus pneumoniae Staphylococcus sp.



Les cellules eucaryotes peuvent constituer des organismes unicellulaires comme :
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Les cellules eucaryotes constituent la quasi-totalité des organismes multicellulaires animaux et végétaux.
Au sein de ces organismes, les cellules présentent une spécialisation structurale et fonctionnelle: elles
sont dites différenciées.

Cellules nerveuses

Tissu conjonctif liche =Ty
avec fibroblastes

La Différenciation cellulaire est le processus par
lequel une cellule peu ou pas différenciée acquiert
les caractéristiques d’un type cellulaire sur le plan
morphologique et fonctionnel. 1@"&7333’»«f :
Les cellules différenciées :sont caractérisées par une :
structure cellulaire particuliere (cellule épithéliale,
musculaire, neurone..), une production spécifique
(hormone, enzymes ; hémoglobine) et une fonction
cellulaire  spécifique  (contractio  musculaire,

transport de gaz, communication nerveuse...).

Les cellules d’un organisme donné sont carctérisées

Cellules de muscie strié

par des états de différenciation différents mais B ot sl dorsin

possédent le méme le

A . > it
génome : c’est )
. R & Fy
I’expression de geénes wﬁ?ﬁ'k J
g . . Embryon Embryen Embryon Embrior Embryon ’1 I
specmques qui eXpllque d'1 cellule de3jours del5-7jours 4 Se:.,vames de 6§ semaines l Enﬂm;—
la différence. l
Cellules souches
Une cellule capable de se Cellules souches Bl issues detissus
. i . embr}:;gTalres souches foetaux Callules souches Teratacarcinome
différencier en: \ germinales P kiripotentes ou adultes {cellies turnorales)
| Tonpatores embryonnaires s Fluripotentes ou
» En tous les types (EG] Multpotentes
cellulaires d’un Pane ¥ Ol oo
Cellules souches de sang de cordon Carcinome

embryonnaire
(EC)
Pluripotentes

Cellules souches de placenta

Orgamsme SI e"e Pluripofentes ou WWuitip otentes

est totipotente:
(zygote et trés jeunes cellules embryonnaires)

» En plusieurs types de cellules : cellules pluripotentes ou cellules souches

\4

Peut s’auto-renouveler

» Spécialisée : cellules souches hématopoiétiques, de I’épiderme ...
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5. Casdesvirus

Les virus sont des structures vivantes constituées par un
matériel génétigue (ADN ou ARN) et par une coque
protéique.

Les virus se caractérisent par:

»Absence des structures cellulaires essentielles comme la
membrane plasmique, I’hyaloplasme ou les ribosomes.

»La nécessité de la « machinerie cellulaire » d’une cellule

héte pour se reproduire. Hors des cellules hdtes c’est un

simple assemblage de macromolécules. 1004
1 ]

DONC ce ne sont pas des cellules: c’est un état dit
acaryote

()

Protéine
d'enveloppe
gp 120

ARN

Transcriptase
inverse

>
.-
o
&
L=
e
o
s

Bicouche
lipidique

Lol y

YA A1 e

V s de Finfluenza: virus 3 ADN i
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Chapitre 2
Composition chimique de la cellule

Les étres vivants sont composés de trois types de matiéres qu’on peut découvrir successivement

lorsqu’un échantillon vivant est exposé a la chaleur :

» De la vapeur d’eau se dégage en premier révélant la présence de 1’eau. Sa teneur dépasse en général
les 60 %.

» L’échantillon devient noir a cause de la combustion d’une maticre riche en carbone : la matiere
organique.

> Alafin de la combustion, il persiste de cendres composées d’éléments minéraux.

Ce tableau présente la composition moyenne des cellules vivantes

e rour‘cenfage de
a masse totale
Eau 70%
Protéines 18%
Lipides 5%
ADN 0,25%
ARN 11%
Polyosides 2%
Molécules simples 3%
(acides aminés, acides gras, glucose)
Tons minéraux 1%

1. Eau

1.1. Structure de I’eau
C’est une petite molécule (PM = 18). Elle
présente un atome d’oxygene lié par liaisons

covalentes a deux atomes d’hydrogene.

Yo 10a.5°( (
L’oxygene attire le nuage électronique et % \

constitue une charge partielle négative alors

que les hydrogenes présentent une charge
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partielle positive: 1’eau est une molécule polaire.
L’eau, par sa nature polaire, attire les autres molécules polaires et les ions (hydrophiles) et repousse les
molécules apolaires (hydrophobes)

L’eau peut aussi se dissocier en H" et OH".L’équilibre est mesuré par le pH.

1.2. L’eau dans la cellule
L’eau est la molécule la plus abondante dans les cellules

vivantes. Elle dépasse les 60 % de la matiére vivante. Ses

Hydrogen
bonds

réles les plus importants sont :

» C’est le solvant de beaucoup de substances

cellulaires. ) .. -
» C’est le milieu ou se déroule la quasi-totalité des

réactions biologiques.

> |l peut participer comme substrat (réactif) ou se
libérer comme produit dans certaines réactions comme
I’hydrolyse.

> |l contribue, par son interaction avec les molécules hydrophiles et/ou hydrophobes, a stabiliser

beaucoup de structures cellulaires comme les membranes.

2. Les substances organiques
Ce sont des molécules dont I’atome principal est le carbone. La molécule la plus simple est le méthane

qui comprend un atome de carbone associé a 4 atomes d’hydrogene.

H \
| 109‘57’
Methane H—(%—H :

H
Chemical Ball-and-stick Space-filling
structure model model

Il existe quatre types de molécules organiques :
» Les glucides

» Les lipides

> Les proteines

> Les acides nucléiques

14



2.1. Les glucides T/Q O\CI)H
Les glucides comprennent les sucres et leurs polymeres. Les C SH H C
glucides comprennent le carbone, I’oxygéne et I’hydrogéne. Le H(I)\C'—CII/ L
nom des glucides se termine par ose. | |
On distingue : H OH
» Les monosaccharides : ce sont les glucides les plus simples

avec une formule chimique constituée d’un multiple de .

Glucose (forme cyclique)

CH:O0. Le plus connu est le glucose.
> Les disaccharides : c’est I’association de CH zu% CH,OH

deux monosaccharides. Le plus connu est le H H H

H HO
saccharose. HO i e @ @O CH,0OH
» Les polysaccharides : C’est I’association H OH OH H

d’un grand nombre de monosaccharides pour Glucose fructose

former des polyméres. Hs
Exemple 1: I’amidon qui constitue la forme de CHZO% \ CH,0H

. . . H
réserve dans les graines (haricot) ou les H & H] 2
OH H H HO
tubercules. HO o CH,OH
Exemple 2: la cellulose qui est le principal H OH OH H
Saccharose

constituant de la paroi végetale

CH,OH CH,0OH CH,OH CH,0OH
0] (0] 0] O
1 4
HO (@) O O OH
OH OH OH OH

(b) L’amidon : liaisons 1-4 de glucose o

CH,OH CH,OH

O
HO

O
1
OH CH,OH CH,OH
(c) La cellulose : liaisons 1-4 de glucose B

15
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Les principaux roles des glucides sont :
» Source d’énergie pour la cellule
> Entrent dans la composition des acides nucléiques
» Composent la paroi des cellules végétales et bactériennes
» Font partie de la membrane plasmique ou ils jouent, entre autres, le role dans 1’adhérence et la

reconnaissance cellulaires

Métabolisme cellulaire
Réserves ou sources
d'énergie
14

oot .
2 s ADN Membranes des Parois )
ou hématies des plantes et des bactéries
saccharose ARN
glucese Do oS Gt cellulose  peptidoglycane
l ABO

énergie

2.2. Les lipides
Ce sont des molécules hydrophobes ou amphiphiles (molécules hydrophobes possédant un
domaine hydrophile) trés diversifiées. Ils Comprennent entre autres les graisses, les cires, les stérols
les vitamines liposolubles, les mono-, di- et triglycérides, ou encore les phospholipides.

Dans le cadre de ce cours nous

nous limiterons a 1’étude des O H H H H H H H H H
acides gras et leurs C C C C C C C C C C H

associations en triglycérides et O

en phospholipides | H H H H H H H H H

Les acides gras sont de H
longues chaines carbonées a nombre pair de carbones et portant une fonction acide au niveau du carbone
1.
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Ces acides gras peuvent étre :

= Saturés s’ils ne comprennent que des simples liaisons.

bbb L

HHHH OH
Acide gras saturé CH(CH,) £OOH

= Insatures s’ils portent au moins une double ou triple liaison.

H HHHHHHHHHHHHBHHHH o
f LS EEE L {88 E
H H H H HHHHHHH OH
Acide gras insaturé CH.CH,(CH=CHCH,),(CH,);,COOH
Les acides gras peuvent réagir avec une

molécule de glycérol peuvent former

soit un triglycéride.

17




L’association du glycérol avec deux acides gras et un groupement phosphate associé a un groupement

hydrophile donne un lipide amphiphile: c’est un phospholipide.

Chaines d'acides gras

A

Glycérol

A

0)
AAVAVAVAVAAL . o

o ’ choline ‘
AVAVAVAVAVAVARN | | T -

I | I
CHZ—O—T—O_CHZ_ CHZ—NI+_CH3
0 CH,
—
Phosphate

Téte hydrophile

Jambes hydrophobes

Les réles des lipides sont multiples. On peut citer entre autres :
» Constitution de la bicouche lipidique des membranes.
» Source importante d’énergie pour la cellule
> Forme de réserves chez les végéetaux (graines oléagineuses) et chez les animaux (tissus adipeux)

» Constitution des hormones lipophiles.

2.3. Les protéines
Groupe Groupe

Les protéines sont des chalnes d’acides aminés amine carboxyle

reliés entre eux par des liaisons peptidiques
CO-NH.
Un acide aminé est une molécule carbonée

comprenant un groupe carboxyle (-COOH), un

groupe amine (-NH2) et une chaine latérale

variable (-R) qui différe entre les 20 acides aminés. ~ Chaine latérale
variable
(a) Forme générale (b) Forme ionisée
d’un acide aminé d‘un acide aminé

18



Les acides
aminés peuvent
avoir
difféerentes
propriétés
selon la nature
de leur chaine
latérale.

La syntheése des

protéines passe

H
o
|

HiyN* —C—C
hN
H o
Glycine (Gly)
H
(8]
b £
HiN* —C—C
L
B
on
Sérine (Ser)

H H
[n] O
| 7 | 7
HyN* —C —C HyN* —C—C
N, Y
CHy O cH; O
Alanine (Ala) é":
|5
LT
CHy
Méthionine (Met)
H
o]
| 7
HyN* —C—C
‘I:"',z
SH
Tyrosine (Tyr)

(¢) Quelgques exernples d*acides aminds

Tryptophane (Trp)

par la formation d’une liaison covalente dite liaison peptidique entre les acides aminés pour former une

chaine linéaire d’acides aminés. La succession des acides aminés varie d’une protéine a 1 »autre. On

parle de séquence primaire. Différentes interactions au sein des chaines peptidiques donnent une

structure secondaire, tertiaire puis quaternaire aboutissant a une structure tridimensionnelle particuliere

permettant la fonctionnalité de la protéine.

Les réles des protéines sont tres nombreux. On peut les classer en 2 catégories :

b eI =
. .:?,.".w”
L Lon g
o

(c) La structure tertiaire se forme grace
aux interactions chimiques entre les groupes R,
telles que les ponts disulfure. La grande sous-unité
de la Rubisco est représentée sous la forme
d’un modele en ruban.

(a) La structure primaire est la séquence

en acides aminés. Voici une partie de la structure
primaire de la Rubisco, qui comprend environ
4 800 acides aminés.

Liaisons
hydrogéne

Hélice a

(b) La structure secondaire est due aux liaisons
hydrogéne entre les atomes du squelette
polypeptidique. La Rubisco contient des hélices
alpha («) et des feuillets plissés béta (B).

Les groupes R ne sont pas représentés.

Petites sous-unités

Grandes sous-unités

(d) La structure quaternaire implique plus
d‘une chaine polypeptidique. La Rubisco des plantes
supérieures est composée de huit grandes sous-unités
et de huit petites sous-unités,



> Protéines de structure: beaucoup de protéines participent a différentes structures cellulaires
comme les membranes, le cytosquelette et d’autres.

> Protéines enzymatiques : les réactions de la cellule vivante sont catalysées par des protéines
appelées enzymes.

2.4. Structure de ’ADN
La structure de la molécule d’ADN a été établie en 1953 par Crick et Watson qui ont eu le prix nobel.

C’est une  molécule
formée de deux longues
chaines de nucléotides
(double brin) enroulées
en double hélice gauche.

Chaque brin est constitué de précurseurs appelés nucléotides.

Chaque nucléotide est constitué d’un acide phosphorique, d’un désoxyribose
(sucre) et d’une base azotée.

phosphate H\N/H
i 5 &
| Ne A
O=F—0=CHs.  p.f i
. , 5 ~C C
Il existe quatre types de bases azotées : o /o\ /N \mNinm:
I’adénine (A), la thymine (T), la guanine CI;\H H/(|: r (G)
et la cytosine (C). H (:;3_c: -
OH Hdésoxyribose
S g T Nl o
s 5
- 5 OO 00
leur symbolise un nucéotide différent. ) 4 d I‘lgH
i M H M
Purina Aderine
La succession des nucléotides au niveau d’un brin d’ADN
4

Guaning
varie au sein de la méme molécule et entre les . cHy
molécules de différents individus et différentes Q i
. nﬁ;‘\. fl\
o
1

20 Pyimidne  Cylosing Urach Thymine



espéces : on parle de séquence d’ADN. Cette séquence constitue une information génétique écrite avec
un alphabet a 4 lettres.

Les deux chaines de nucléotides sont reliées au niveau des bases azotées. L’adénine est toujours associée
a la thymine (A-T), la cytosine est associée a la guanine (G-C) : on dit que les deux chaines sont
complémentaires.

Les brins sont polarisés il y a une extrémité 3’ et une extrémité 5°. Dans une molécule d’ADN,
I’extrémité 3’ est en face de I’extrémité 5° de I’autre brin : les deux brins sont antiparalléles.

L’ADN d’un individu donné¢ est divisé en différentes parties chacune gouvernant un caractere donné. Ces
fragments sont appelés genes.

Les différentes versions du méme gene issues généralement de mutations sont appelées alleles.

GTGTTTTCCTATCCTTGCCTATTCTTTCCTCCTTACGGEGTCCTAGCCTGTTTC TCTTGATATGA] ADN .
ATARAAGTGGGECAGATACTTCGTGTGACAATGECCAATTCAAGCCCT TTGGECAGATGTTGCCC (double brin)
CAAGTCAG SGRACT: GTTTTAATTAATTATGAGAGCTTTGGCATY
TATCCCTAGGCCAGAAATCCAAACCGACGATGAGGTTATTATCGACGTCTCTTGETGTGGGATTT
AATC1 Geéne BDH1 I:,A-Irm GAGTGCCATAAATTATCCARCGCTGCTTTACCTCTGGCAATGA|
AAGTGACAAAGETGAAGGTTGECGACCACGTGGTCGTTGATGC TGCCAGCAGTTGTGCGS
TTCCAAACCATGTGATGCTTGTCAGAGGGGCAGTGARAATCTATGTACCCACGCCGGTTTTGTAG
AGTCGTAGTCTCTCAACATCACATTATCCCGGTTCCAAAGGAAATTCCTCTAGATGTGGCTGCTT]
TAAGATTTCTGGTTTCAAAAAAGGCAGTTCAGCCTTGGTTC TTGGTGCAGGTCCCATTGGGETTGET)
TAARATTGTAGTGTCTGAAATTCCAGAGAGAAGARTACGARATCGGCCAAGARACTGCCCETTGAGE|
AGAGATACTACGTCGTTTGACCAAGAGCCATGATGGGTTTGATTACAGTTATGATTGT TCTGGTA]
AACATTCAAGGGGACAGCCACCAACATTGCAGTTTGGGGTCCARAACCTGTCCCATTCCARCCAA
TTCGATCGGCTATGTTGTCGAAGCCTTCGAAGARAGTTGTTCGTGCCATCCACAACGGAGACATCE|
GCAAAGGATTGAGGACGGTTGGCGAAAAGGGATTCCAAGAGT TGATGGATCACAAGGAATCCAACGE
AATGAAGTAATGACAAAATAATATTTGGGGCCCCTCGCEGCTCATTTGTAGTATCTAAGATTATG
GACAGRAGTAAGTTTCTGCGACTATATTATTTTTTTTTTTCTTCTTT T TTTT TCCTTTATTCAAC
CCCTTTAGAAGTATTGAATGTGGGAACAAAGACGACAAAAGGTAGTTTTTTCCTTGACTATACTG
AAATATCAAAGAATTCAAGAGCTGCTAGACAATCGGATGCTCTTGAACCAGAGGTARAGGATTTA|
CTAA AGCAGCCAAGAATGAGGCATTGCTGGAAGCAAAGATATCTAAGAAR nt
Géne ECM1 |, . croeacancromarrreatccateeacacearceTTragTeazg]
TMCCAAGTCCATTTCTCGTGCCAAGTACATTCAAAATACAAGAAAGGCTGGCTGGGATAGCACC
ACGGAGGGTTGTCTGTGCAGGCAARAAGTGCTAGTGAAGGTAATGCTGAAAAGGAAGATGAGGAG
ACACAGTGCAGAAGACTCCTACARATAGATTCGGTGTCCTGCCAGACGATGTTGAAGAATAGARA
CTTGTACGCATTCTTCTTTTTTCTATCTTCTTTCATTCTTTGTACATTAGATAACATGGTTTTAG
TATACTATTATTGAAARACTTCATTAATAGTTACAACTTTTTCARTATCAAGTTGATTARGAAAR]
ATGCATCTCGTTTAAGGATTGTGTARAAARGTCAACGGCARCGCATTTCTAATATAGATAACGGC)
TTATGGTGGCTGTTTTTGAATCTAGCGTTGGTGAAAGGCACTTCATTGCTATCCAACGTTACATT]
TACACTAATACAAAGCATTTAAACCAAGAGTGGATCACAAGTGAAGCCGTCAACAATGAAGGCTC|
GGTCGATTGCAAGGATCCGCATGGGATAAAGGAATCGCAGT TCGAACAGGCAATGCCGCAGCTATY
TCAGH Géne CNE1 CGGTTGTCCAGTACGAAATTAAGT TGGACAATTCTTTGACGTGCGGCGE|
e ARGCATTARBACACTATGCACCCGATACAGAGGGTGTCGAGTTAGTTTTTGGTCCGGATTA]
ATCAATAAGGTTGACAAGATCACACATGAATCTAARCTAAGATATTTGCAAGAGATGCCCCTGTC
ACGCTCATAATAGATGAATCAGCGCAGTCTTTTCAAATTCTTATAGACGGTAAGACGGTTATGGT]
TTTGAGCCACCCATTACACCGCCTTTAATGATTCCTGATGT TTCAGTAGCGAARCCGCATGATTG ok
GTGAAGCTCAGTGATCGGGATGAACGAGACCCATTGATGATTCCACATCCAGATGGCACTGAACC
CTTGACCCAAATGCTCAAAAGCCCTCGTGGTGGAAGG TTGAGCACGGGGAATGGATACCGCO|
GGTTGTGGCCAGCAGATACCAGGGCTGATAAATAATGCCAAGTACAAAGGTCCAGGCGAACTCAR]
CATCCACCGGARATTGAAAACCCCCTATACTACGAAGAGCAGCACCCATTGCGCATCGARARCGT]

Liaison hydrogéne Base

¥
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3. Sels minéraux

Les sels minéraux sont les constituants qui restent (sous forme de cendres) aprés calcination des tissus
organiques.

Chimiquement, ce sont des éléments ionisés chargeés soit positivement (cations) ou négativement
(anions).

Les sels minéraux sont essentiels a I'organisme, notamment parce qu'ils :

- contrdlent I'équilibre hydrique (pression osmotique)

- réglent I'équilibre acide-base (pH)

- font partie de certaines structures (0s, dents)

- entrent dans la composition des enzymes, des hormones

- catalysent de nombreuses réactions du métabolisme

Selon les quantités mises en jeu dans I'organisme, les sels minéraux sont couramment
divisés en 2 groupes :

- les éléments principaux ou macroéléments : Ca, P, K, Cl, Na, Mg

- les éléments traces ou oligoéléments : Fe, Zn, Cu, Mn, I, Mo, etc.
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4. Comment les molécules constituent les cellules ?
Les molécules simples issues de I’environnement sont utilisées pour la synthése de molécules organiques
simples lors de processus comme la photosynthése. Ces molécules sont polymeérisées en molécules

complexes puis en constructions supramoléculaires pour former des organites et des cellules.

CELLULE

-
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Organites noyau, mitochondries, dictyosomes, plastes...
Edifices supramoléculaires ribosomes, complexes enzymatiques, membranes, systémes
MM : 10* - 10" Da contractiles (actine / myosine), chromatine, microtubules, paroi
végétale... A
A A A
Macromolécules acides nudléiques protéines polysaccharides
MM : 10~ 10" Da A A A
Petites molécules organiques :
Eléments constitutifs
MM : 100-750 Da acides aminés
/ \ 7 N / \ ‘
Intermédiaires métaboliques rbose. earbomy!- acides
MM : 50-250 Da phosphate, u-cétm.m malalo graa.
acides organiques pyruvate
Précurseurs du milieu : / /
eau et lons minéraux H,0, PO4™, CO, NH,", NO, .
MM : 18-44 Da
Figure 1.1

Hiérarchie de 'organisation des biomolécules au sein de la matiere vivante, depuis les précurseurs minéraux du meliey,

jusqu’aux organites et aux cellules

En raison de leur masse moléculaire relativement éleviée, et surtout de leur participation directe a la constitution d’édi-
fices supramoléculaires de grande taille (membranes), certains lipides structuraux doivent étre mis & part, bien qu'ils

ne soient pas des macromobécules.




Chapitre 3

Méthodes d’étude de la cellule

1. La microscopie

Le microscope a transmission (photonique ou
électronique) permet d’observer. sur une coupe
treés fine les détails infiniment petits d’un objet
(animal, plante, roche).

1.1. Le microscope optique

La figure ci-contre montre un microscope optique
et ses différentes composantes. Il permet de
visualiser des objets tres fins, montés dans une
goutte d’eau ou de liquide coloré sur une lame
porte objet et recouvert d’une lamelle couvre objet
tres fragile, ou des coupesfixées et colorées selon
un protocole qui sera présenté ultérieurement. La
lumicere qui traverse 1’objet remonte dans les
lentilles de verre (objectif et oculaire) ce qui
agrandit I’objet.
L’observation au microscope passe par les étapes
suivantes :
> Préparation de 1’observation: la
préparation a observer est placée sur la
platine et centrée pour que la lumiere
traverse le tube optique donnant un
rond lumineux dans 1’oculaire.
> La mise au point: le petit objectif
(faible grossissement) est placé dans
I’axe du tube optique. Il faut ensuite
regarder dans 1’oculaire et, a I’aide de
la vis macrométrique de mise au point,
remonter le tube jusqu’a 1’obtention
d’une image nette.
> Exploration de la préparation: la
préparation est déplacée délicatement
jusqu’a trouver 1’objet recherché.
» Changement de grossissement: il
faut placer la zone a agrandir au centre
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Oculaire

Tube optique

Objectifs
Valets

Platine

Diaphragme —~

(limite
la quantite
de lumiére]

Miroir——/

orientable

Vis a crémaillere

Vis micrométrique



de la platine, puis changer d’objectif en tournant le barillet, sans toucher au réglage précédent.
Le changement d’objectif se fait toujours du plus faible au plus fort grossissement. La
nouvelle mise au point se fait seulement par la petite vis.

Que faire pour ne pas endommager les préparations ?

v" Toujours commencer [|’observation avec
I’objectif le plus faible.

v' Nutiliser la vis macrométrique (la grosse)
qu’a faible grossissement.

v" Fixer la lame avec les valets : si I’'un d’eux est
manguant, ne pas incliner le microscope !

v Ne jamais descendre le tube sans surveiller la
platine et la lame en regardant sur le c6té.

v' Aux grossissements supérieurs, n’utiliser que
la vis micrométrique.

v Si la vis semble bloquée, il faut s’assurer que
1I’objectif n’appuie pas sur la lame.

Schéma du microscope électronique

4—————— Canon a électrons (cathode)

Condenseur L,

........ ‘\(}rﬂleportcobjet

Objectif L,

1.2. Microscope électronique a transmission

1.2.1. Principe du fonctionnement Bl o o s
ge interm eréelle I

Il est comparable & celui du microscope photonique. La
source S est une cathode qui émet des électrons (au lieu B Priedifon

] . ) ntille de projection L3
des photons)  qui sont accélérés par I’application d’une ~ unette

)’ observation
différence de potentiel entre la cathode et I’anode (60 a T
100 Kv). Le vide pouss¢ a I’intérieur du ME est nécessaire s (AR
au déplacement des électrons. Les électrons traversent 3 j: .
lentilles électromagnétiques L1, L2, L3 et I’objet AB. A 04— bweddstierdic]

\— FRoran flunracnant
- L1 : le condensateur permet de focaliser le flux d’électrons sur I’objet.
- L2 et L3 jouent le role d’objectif et permettent 1’agrandissement de 1’objet AB.
L’image est observée directement sur 1’écran rendu fluorescent par le bombardement électronique ou sur
une plaque photographique. Le MET permet des grossissements allant de 2000 a un million.

1.2.2. Préparation des coupes cellulaires ultrafines

Les cellules doivent étre coupées en tranches trés fines (50 a 100 nm) pour permettre aux électrons de les
traverser, pour cela :
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Les cellules sont tuées par des fixateurs
(glutaraldéhyde, tétroxyde d’osmium) qui
préservent les structures cellulaires.

Les échantillons fixés sont lavés dans 1’eau,
puis deshydratés par des solvants organiques
(acétone).

Les échantillons sont inclus dans une résine
(araldite).

Les blocs de résine renfermant 1’échantillon
sont coupés a I’aide d’un ultra microtome muni
d’un couteau de verre ou de diamant.

Les coupes cellulaires sont recueillies sur une
grille en cuivre. La grille est trempée dans une
solution de métaux lourds (uranium, plomb)
pour noircir les structures cellulaires et
augmenter le contraste. La grille est ensuite
introduite dans le MET pour 1’observation.

Tissu disséqué et placé dans la
solution de fixation

Déshydratation

Le bloc est taillé Les coupes sont débitées

avec un ultramicrotome et

recueillies sur une grille, & la

surface de I'eau

Grille de cuivre

\'4

lampe . filament >} —
Eclairage»

photons électrons

lentille électro- ==
magnétique [
lentille condenseur

lentille de verre

spécimen
lentille électro- F==2 =
magnétique §

lentille objectif

premiére
image
. )enlilleéigg:uc- r 1
jerilleceverre lentille  megnésaue i
projectrice Loz
image finale

oculaire

écran
fluorescent

Microscope photonique

Vial de N
I'échantillon

Four -

Tissu déshydraté et placé
dans une résine de plastique

Les précurseurs
plastiques sont
palymérisés par la
chaleur dans un four

7

Une fois desséchées, les
coupes sont prétes pour
examen au microscope
électronique

1.3. .Comparaison entre microscope électronique a transmission et microscope photonique

La figure ci-contre montre que les deux fonctionnent selon les mémes principes. Les différences résident

dans la nature de la source (lampe ou cathode), la nature des lentilles (en verre ou électromagnétiques) et

en fin le mode d’observation : 1’ceil pour le microscope photonique et 1’écran ou le cliché pour le

microscope électronique.
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Microscope électronique

Microscope photonique

Source d’énergie

électrons

Photons

Couleur

Noir et blanc

Couleur (Lugol, rouge neutre)

Etat des cellules

Cellules mortes car fixées

Vivantes ou mortes.

Grossissement 2000 a 1000000 25a 1000
Pouvoir séparateur 4 A 0.2 um

Lentilles Magnétiques En verre
Image regue Sur écran fluorescent Par I’ceil

A Pultramicrotome Au microtome

Préparations coupées

1.4. Autres microscopes
1.4.1. Microscope électronique a balayage

C’est le microscope d’observation des surfaces et permet d’obtenir une image en relief de la surface de
I’échantillon. La surface cellulaire est recouverte par une mince couche d’or, de platine ou de palladium
pour empécher la traversée des électrons. Un faisceau d’électrons balaye la surface ce qui provoque une
émission d’électrons qui sont captés par I’écran. L’angle d’impact du faisceau d’¢électrons avec la surface
cellulaire varie. L. image ainsi reconstituée est tridimensionnelle.

1.4.2. Microscope a épifluorescence

Cet appareil permet d’analyser la lumiére réémise par fluorescence par un échantillon éclairé par une
lumiére d’une longueur d’onde donnée. Il est tres utile pour analyser aussi bien des substances
fluorescentes naturellement (comme la chlorophylle) que des substances fluorescentes fixées
artificiellement sur des molécules comme marqueurs.
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2. Meéthodes d'analyse des constituants cellulaires

De maniére générale, ces méthodes d'analyse ont un double objectif :

> Etablir un catalogue des molécules constituant un échantillon biologique donne,
indépendamment de leur fonction

> Repérer dans une fraction, ou localiser dans une structure, une seule espéce moléculaire connue,
déja identifiée, dans le cadre d'une approche plus ciblée, fonctionnelle/

2.1. Fractionnement chimique

C’est un ensemble de techniques qui consistent a séparer les petites molécules (organigues ou minérales)
des macromolécules.

Lorsqu’un extrait biologique brut, tel qu'un homogénat, est traité par un acide fort a froid, les
macromolécules (en particulier, les protéines) sont dénaturées et forment des précipités faciles a
sédimenter par centrifugation. Le surnageant contient tous les précurseurs organiques solubles dans
I’acide : acides aminés, glucides, nucléotides, produits de dégradation..., ainsi que les ions minéraux.

La méthode de tamisage moléculaire, relativement récente et plus résolutive, permet de séparer aisément
les macromolécules natives en solution des composés de faible masse moléculaire (sels minéraux ou
précurseurs organiques), par «filtration sur gel». Cette technique consiste en une «chromatographies» sur
colonne utilisant un gel poreux formé de microbilles de nature polysaccharidique ; il s'agit d'une filtration
par exclusion car les plus grosses molécules sont éluées les premiéres et donc séparées des autres.

2.2. Méthodes de separation: chromatographie et Solvant : collidine - eay
electrophorese ®
La chromatographie est une méthode séparative qui  © cvetne e ASP
. . . . , , - \,y.ﬁ\ ”) \
permet I"identification et le dosage des différents composes £ | e®GLU

d’un mélange. Le principe est basé sur les propriétés de | | o SER

solubilité différentielle des composés dans des solvants ou § ’&&Tm

des mélanges de solvants variés. Chaque espéce chimique ; K ®ALA_

se déplace a une vitesse propre dépendant de ses = | @
caractéristiques et de celles des deux phases mobile et/iou ¢ ,v‘_?éST e
stationnaire. La chromatographie permet donc de séparer QARG @PRO LEU® sz

les constituants d'un mélange homogéne. =
Il existe différents types de chromatographies suivant la

méthode de séparation utilisée : d’adsorption, de partage, Chromatographie de partage bidimensionnelle
d’échange d’ions, d'exclusion.
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La chromatographie sur couche mince (CCM), par exemple, est une technique physique de séparation
d'espéces chimiques. Pour cela on utilise un eluant : solvant qui monte par capillarité le long du support

entrainant ainsi les différentes espéces chimiques.

Dans certains cas, le partage se fait plus facilement par chromatographie de partage bidimensionnelle :
une premiére chromatographie dans un premier systéme de solvants est suivie par une deuxiéme

migration dans un systéme de solvants différent effectuee
sur la plaque préalablement séchée et tournée de 90°. les
constituants du mélange sont répartis sur toute la surface
de la plague et donc mieux séparés qu'apres une migration
monodimensionnelle.

L’¢lectrophorese est basée sur les différences de charge
électrique. Elles permettent aisément de séparer les sucres
simples, les acides aminés, les acides organiques et les
acides gras, les nucléotides... C’est aussi une méthode
intéressante pour séparer, en présence d'un champ
électrique, les centaines ou les milliers d'espéces
moléculaires de protéines et dacides nucléiques
constituant les melanges naturellement rencontrés dans les
cellules.
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3. Séparation de differents organites : le fractionnement cellulaire

C’est une technique qui permet d’isoler les organites cellulaires tout en conservant intactes leur structure
et leurs propriétés physiologiques. Les organites cellulaires obtenus par cette technique sont vivants et
fonctionnels. On peut faire une analyse chimique pour étudier leur composition et étudier leur fonction in

vitro dans un milieu synthétique.

HOMOGENEISATION

1) fragment de tissu

2) broyage mécanique au "mixer"
3) homogénat

tissulaire 8
\ @ noyaux
-+ mitochondries,

lysosomes...
o microsomes
| - ribosomes
: R o] y
(o) Q o S0
- I-I o : = Ok
s ; ‘.'O.l_o‘ = ;-.‘o:.o L = ==
"o':./‘/.\-
S oioe road
COfF COE e
. 3 o 3% .‘_ e
Q] | : :
10 min 15 min 10h
1000 x g 10000 x g 100 000 x g 100000x g
homogénat le culot le culot le culot le culot
tissulaire contient contient contient contient
centrifugé les noyaux les mitochondries,  les microsomes les ribosomes

les lysosomes...

Centrifugations successives
1) basse vitesse 2) vitesse moyenne  3) vitesse élevée 4) vitesse élevée, longue durée

Cette technique comporte 3 étapes :
L 2 Broyage (homogeénéisation) : le tissu cellulaire est broyé dans les conditions suivantes :
- Dans une solution de saccharose isotonique par rapport au milieu intracellulaire pour
éviter les échanges d’eau.
- Dans une solution a pH constant pour éviter les échanges de protons.
- A 0°c pour annuler I’activité enzymatique.

On obtient une suspension ou homogénat ou sont dispersés les organites cellulaires vivants.
L 2 Centrifugation différentielle : ’homogénat est soumis a une premiére centrifugation
bréve et a faible vitesse. Celle-ci fait sédimenter les organites les plus lourds (noyaux) qui se
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4.
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séparent d’un liquide appelé surnageant contenant les particules les plus 1égeres. Le surnageant
est centrifugé a nouveau plus longtemps avec une vitesse plus élevée etc.... Le dernier
surnageant est le hyaloplasme, il contient des protéines (des enzymes libérés par le broyage), des
acides aminés mais pas d’organites.

L 2 Purification des constituants cellulaires par centrifugation en gradient de densité :
la centrifugation en
gradient de densité
permet la séparation
compléte des

B- Centrifugation en gradient de densité de saccharose

mélange d’organites
1.09

Gradient de

organites. Pour cela, Saccharose (g/cm’)

on introduit dans le

tube des solutions de 1.25

saccharose dont la

concentration molaire g Smheton mitochondris

augmente du haut vers 100000g x 3h Iysosomes - mb. plasmiqucs
le bas (gradient), on 4/ 200 000g x 6h dictyosomes

étale en une fine
couche la fraction a
purifier sur la derniere solution de saccharose puis on centrifuge. Selon leur densité, les organites
migrent dans le tube et se stabilisent dans des zones de saccharose de densité identique a celle du
constituant cellulaire. Les organites isolés sont récupérés.

R_E. +ribosomes

La culture cellulaire

La culture cellulaire est un ensemble de techniques de biologie utilisées pour faire croitre des cellules
hors de leur organisme (ex-vivo) ou de leur milieu d'origine, dans un but d'expérimentation
scientifique ou de fécondation in vitro.

Les microorganismes procaryotes (Bactéries, Cyanobactéries...) ou eucaryotes unicellulaires
(Protistes : Amoeba, Paramecium, Tetrahymena..., Algues : Chlamydomonas, Chlorella,
Micrasterias... ou Champignons : levure de biere...) se cultivent aisément, dans des milieux
synthétiques spécifiques parfaitement controlés et dans des conditions généralement simples. Ces
milieux sont liquides ou solides, apreés gélification au moyen de composés inertes tels que I'agar-agar.
La culture in vitro de cellules d'organismes supérieurs, animaux ou végétaux, pose davantage de
problemes dans la mesure ou, contrairement aux précédentes, ces cellules sont normalement
intégrées au sein d'un organisme et donc le plus souvent tributaires, pour leur croissance,
d'interactions avec d'autres cellule.

Dans cette partie, nous allons developper la culture des cellules animales. Les autres types de cultures
seront développés dans d’autres modules.

4.1. Source des cellules

Il s’agit de différentes catégories de cellules : cellules normales, cellules transformées, cellules
tumorales... Le choix dépend de I’objectif de la culture.



4.2. Milieux de culture

Les cellules doivent étre placées dans des milieux de culture qui permettent de les nourrir et leur assurer
de bonnes conditions de survie. En méme temps, le milieu comprend des substances qui stimulent la
multiplication et le développement des cellules.

B Exigences cellulaires minimales apportés par des base communes (milieux Hanks, Earl, PBS,

Gey)
H cau
B ions minéraux donnant une osmolarité identique a celle du sérum physiologique
B source de carbone et d'énergie (glucose par exemple)
B source d'azote : acides aminés
B source d’acides gras
B pH constant 7,4 (indicateur de pH : rouge de phénol) grace un systeme tampon

CO2/HCO3" ou phosphates.
B Compléments variables selon les milieux (RPMI, MEM, DMEM...) : acides aminés, vitamines,
cofacteurs, bases azotées, ribose et désoxyribose.

W facteurs de croissance cellulaire (apportés parfois par le serum de beeuf foetal)

B EGF (facteur de croissance épidermique),
FGF (facteur de croissance fibroblastique)
PDGF (facteur de croissance dérivé des plaguettes)
Facteurs de différenciation comme fibronectine (ancrage des cellules).
Inhibiteurs comme I’alphal antitrypsine (neutralisation de I’action enzymatique de
la trypsine).
4.3. Conditions de mise en culture

La culture est tres sensible aux contaminations. La culture des cellules doit se faire dans des conditions
garantissant I’absence de toute forme de contamination par d’autres 1
cellules comme les microorganismes. C’est ce qu’on appelle conditions &
de stérilité ou d’asepsie. Un ensemble de précautions sont ainsi prises a
toutes les étapes de la culture.

Le mateériel et les milieux utilisés pour la culture sont stérilisés par :

- L’utilisation de 1’autoclave a la température de 121°C et une
pression de 1 Kba.

- Certains milieux fragiles sont passés dans des filtres millipores.

- Certains récipients en plastique sont garantis stériles par le *#
fabricant.

- Certains milieux comprennent des antibiotiques.

La culture de cellules impose I'utilisation de la hotte a flux laminaire ou
poste de sécurité microbiologique afin d’éviter la contamination pendant le travail d’ensemencement
et/ou de repiquage.
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Le PSM est une enceinte qui permet de travailler stérilement SANS FLAMME. L'air y est constamment
filtré par des filtres absolus. Le mouvement de I'air, assuré par un puissant ventilateur, permet d'établir un
flux laminaire d'air stérile sur le plan de travail. La protection de I'opérateur est assurée par une vitre a
I'avant de I'enceinte: il pourra ainsi éviter sa contamination par les virus manipulés ou par les cellules
dont les acides nucléiques pourraient éventuellement lui étre transmis.

Le PSM est aussi utilisé dans la culture des tissus végetaux et dans des installations industrielles, pour la
fabrication de composants électroniques et des disques cédérom ou
DVD.

Au sein de la hotte, des précautions supplémentaires doivent étre
prises :

- Une petite flamme ou un systeme de stérilisation thermique
permet de stériliser les instruments comme les pinces les
ciseaux ...

- Le pipetage doit se faire soit par le systeme Pipet aid , soit par
les systémes a cones stériles.

4.4. Conditions d’incubation des cultures

La fragilité des cultures cellulaires impose le contréle strict des conditions de I’environnement. Ainsi, en
général, les récipients sont placés dans les conditions suivantes :

e 37°C

e 84% d'humidité

e 5% de CO, le CO- formant systeme tampon avec HCOs- du milieu et permettant ainsi un
maintien du pH de la culture a 7,2-7,3 (ce qui est attesté par le rouge de phénol).

Ces conditions sont assurées par un incubateur CO: (étuve a COz). Cet incubateur présente les avantages
suivants :

o température contr6lée comme pour un étuvage classique
o hygrométrie contrblée
o CO2 controlée

4.5. Différents types de cultures

On distingue :

> des cultures primaires issues de la multiplication de cellules (souvent de nature embryonnaire)
prélevées directement dans les organismes, aprés que leurs tissus aient été dissociés par des enzymes
appropriées (protéases). La multiplication de ces cellules s »arréte lorsque la surface du milieu est
couverte : ¢’est I’inhibition de contact.

> des cultures secondaires, qui résultent du repiquage de cellules issues de cultures primaires, apres
dilution et ensemencement dans du milieu nutritif neuf. Ces cultures sont a terme condamnées a mourir,
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comme celles de I'organisme de départ, apres environ 50 a 100 divisions: on parle de souches cellulaires

> des lignées
i Log n cellules
cellulaires  ou cellules e e
immortelles ayant perdu [ e Conés continan o

e e e Lignée continue
I’inhibition de contact et

peuvent se multiplier
indéfiniment suite a des
mutations spontanées

(ponctuelles ou ,

; Cellules non transformees
rearrangements Mort programmée = apoptose
chromosomiques) ou

grace a des agents
chimiques ou physiques

»
>

mutagénes, par des Virus Premier passage Deuxiéme passage Temps
ou bien par des manipulations génétiques (transfection d’/ADN purifié).
> Parmi les lignées cellulaires immortalisées, on distingue enfin des lignées dites transformées, qui

induisent des tumeurs si on injecte leurs cellules a des animaux sains.
4.6. Intérét des cellules en culture

L’examen des cellules en culture a apporté une contribution considérable a la connaissance du
fonctionnement de la cellule. Ces techniques permettent en effet:

v Dans les recherches fondamentales pour 1’étude des phénoménes de différenciation, de
dédifférenciation, les mécanismes du cycle cellulaire...

v dans l'industrie pour des études de toxicologie (notamment en raison des probléemes
d'expérimentation animale, expérimentation animale qui ne peut malgré tout pas étre supprimée car les
effets sur I'animal entier ne sont pas les mémes que sur des cellules isolées),

v Dans le domaine de la santé pour les études chromosomiques (caryotype feetal), la production
de peau neuve par culture pour autogreffe ultérieure (pour les grands brdlés), la culture des virus
(production de vaccin ou diagnostic).
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5. Marquage des molécules
5.1. Définition
Le marquage des molécules est la fixation, sur une molécule, d'un signe de reconnaissance facilement
identifiable qui autorise le suivi d'un composé dans un organisme, un organe, un tissu ou dans la cellule.
Le marquage utilise soit les isotopes radioactifs (autohistoradiographie), soit des composeés fluorescents.
5.2. Techniques immunocytochimiques

L’immunocytochimie est I'application a la cellule de techniques fondées sur l'antigénicité des protéines
afin de les localiser de maniére spécifique et de suivre leur évolution. .

Sites de liaison des antigénes

/\

5.2.1. Préparation des anticorps

Un anticorps spécifique de I'antigene (protéine) a étudier, est préparé “\
par injection de cet antigene purifié a un animal appartenant a une
autre espece que celle dont on a extrait I'antigéne injecté. L’animal
traité synthétise un ‘anticorps spécifique contre cet antigéne.
L’anticorps ainsi obtenu se fixe sur la protéine qui est a l'origine de sa
fabrication.

~ Chaine légére

5.2.2. Marquage de I'anticorps

Afin de visualiser le complexe antigéne-anticorps, on associe a
I'anticorps un systéme marqueur (ou révélateur) composé d'une
molécule détectable en microscopie :

v une substance fluorescente (par exemple l'isothiocyanate de fluorescéine)
v une enzyme (peroxydase du raifort, phosphatase alcaline) a ’origine de la production d’un
précipité coloré.
v/ marqueurs métalliques
(ferritine, or colloidal)
utilisés essentiellement en 4
microscopie €electronique.

3 3
5.2.3. Techniques de
détection 5 2
v" Immunocytochimie
directe: Les anticorps A 1 5

7
repérables par leur

Les techniques d'immunofluorescence (d'aprés Pomer et coll.).

A. Mise en evidence directe. 1. Membrane plasmique. 2. Antigéne a localiser. 3. Anticorps anti-A. 4. Molécule fluorescente.

m arq ueur Se fi Xent Sur Ie u r B. Mise en évidence indirecte. 1. Membrane plasm:que 2. Antigéne A 2 localiser. 3. Anticorps primaire anti-A. 4. Anticorps secondaire (anti-anticorps anti-A).

5. Molécule secondaire marquant I'anticorps secondaire
antigéne. Le complexe
antigene-anticorps-marqueur est alors détectable en microscopie.
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v Immunocytochimie indirecte: elle permet d'augmenter la sensibilité de la réaction, en combinant
deux types d'anticorps: les anticorps anti-protéine (anticorps primaires) qui ne sont pas porteurs
de marqueurs et des anticorps anti-anticorps primaires (anticorps secondaires) porteurs de

marqueurs. La préparation est
d'abord traitée par des anticorps
primaires: ils se combinent avec
la protéine X puis les anticorps
secondaires se fixent alors sur les
anticorps primaires.

5.2.4. Exemple d’application :
la mobilité des protéines

On injecte a un lapin des cellules de
souris maintenues en culture in vitro. Le
lapin réagit en produisant des anticorps
anti-cellule de souris. Ces anticorps sont
marqués a la fluoresceine (fluorescence
verte au microscope a lumiére U-V). On
injecte @ un autre lapin des cellules
d'’homme en culture. Le lapin réagit en
produisant des anticorps anti-cellule
d’homme, ces anticorps seront marques a
la rhodamine (fluorescence rouge au
microscope a lumiére U-V).

On provoque la fusion entre les cellules
de souris et les cellules humaines. Il se
forme des hétérocaryons contenant
chacun un noyau de souris et un noyau
humain.
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Au temps T=0mn: on ajoute a I'nétérocaryon un mélange d'anticorps marqués par la rhodamine et la
fluorescéine, pour identifier la position des glycoprotéines (antigenes) de I'nomme et de la souris dans la
membrane de I'nétérocaryon ; 5mn apres l'addition du mélange d'anticorps marqués, on observe au
microscope a U-V, une fluorescence rouge d'un hémisphere de I'nétérocaryon et une fluorescence verte
de l'autre hémisphere. Donc les anticorps marqués se sont fixés sur les antigenes correspondants c’est a

dire les glycoprotéines membranaires.

40 mn apres l'addition des anticorps marquées, on observe au microscope a U-V, une fluorescence

homogeéne (verte et rouge) sur toute la surface de I'nétérocaryon.

36

saljeuRIqWBW

f



Donc le complexe antigéne-anticorps de type souris et de type humain se sont mélangés dans la
membrane de I'hétérocaryon. On peut conclure que les protéines membranaires se déplacent ou diffusent
dans la membrane plasmique.

5.3. Marquage par des isotopes radioactifs

Le principe de cette technique repose sur l'insertion dans une molécule donnée un isotope radioactif a la
place d'un atome stable naturellement présent dans cette molécule. La molécule ainsi marquée est suivie
beaucoup plus facilement dans I'organisme ou dans un tissu.

En général, le protocole est basé sur le modéle Pulse-chase qui comprend deux étapes :

» Pulse : c’est I’exposition des cellules vivantes, pendant une période bréve, a un précurseur
fortement radioactif assimilable.

» Chase : les cellules subissent de nombreux lavages afin d’¢liminer les précurseurs radioactifs non
assimilés. Elles sont ensuite incubées sans radioactivité. L’expérience consiste ensuite a suivre le
cheminement de la radioactivité dans la cellule.

L’intérét de cette technique est double: elle peut permettre de suivre les transformations de la molécule
marquée en d’autres molécules dans les voies métaboliques. Elle peut permettre aussi de suivre la
radioactivité a travers les différents compartiments cellulaires.

La radioactivité est suivie par deux types de techniques :

- Les compteurs de type Geiger ou de type scintium qui détectent la radioactivité et la transforment
en signal électrique mesurable.

- Autohistoradiographie : Une émulsion photographique liquide est versée (en chambre noire) sur
la préparation. En séchant, elle forme une pellicule sur les cellules. Les régions occupées par
I'isotope réduisent I'argent a leur contact. La coupe est traitée, apres plusieurs jours d'exposition,
comme une pellicule photographique (révélateur puis fixateur), de telle sorte que les grains
d'argent réduit apparaissent. Les techniques d'autohistoradiographie sont trés efficaces pour
étudier la répartition de nombreuses molécules, leur déplacement ainsi que les fonctions
cellulaires.

Exemple: le marquage de la cystéine par du soufre 35 permet de connaitre le chemin qu'elle parcourt dans
le cartilage. La cystéine marquée est injectée a plusieurs rats: ils sont sacrifiés a des intervalles réguliers
apres l'injection. Le cartilage prélevé est préparé pour un examen en microscopie optique ou en MET.

5.4. Marquage par des substances fluorescentes

Un analogue fluorescent résulte du couplage de la molécule a étudier avec un colorant fluorescent. Cet
analogue est introduit dans la cellule par micro-injection avec une micropipette de verre dont I'extrémité
a un diameétre de I'ordre du micron. Il est ainsi facile de suivre, grace a la microscopie a épifluorescence
ou confocale, la dynamique des microtubules en injectant un analogue fluorescent de la tubuline couplé a
une molécule de rhodamine. Les analogues se polymérisent en MT qu'il est alors possible de voir
individuellement bien que leur diameétre est a peine supérieur au pouvoir de résolution de la microscopie
optique.
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Chapitre 4
La membrane plasmique

1. Définition
C’est la membrane qui limite la partie vivante de la
cellule et la sépare du milieu externe. Son épaisseur est de

75A.
2. Structure membranaire

2.1. Au microscope électronique a transmission
La membrane est impossible a observer au microscope
optique.

Le microscope électronique a transmission permet de
découvrir a faible grossissement (environ 40000 a

50000 fois), une structure simple, dense et noire.

Un grossissement plus fort (>150000x) révéle une structure
trilaminaire avec: deux feuillets denses (20A) de nature
protéique entourant un feuillet clair (35A) de nature lipidique:
Modeéle de Davson et Danielli (1954).

Cette structure trilaminaire s’observe aussi dans membranes
internes (membrane de la mitochondrie, des plastes, du
reticulum endoplasmique...) : on parle d’unité membranaire.

membrane

plasmique

membrane du
reticulum
endoplasmique
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2.2. Observation a ’intérieur de la membrane par cryofracture

C’est une technique qui

permet

d’observer les

structures ou les

molécules a ’intérieur de

la

membrane. Son

principe est le suivant :

>

I'échantillon a
étudier est plongeé a
-170°C (azote
liquide) ou -200°C
(propane liquide).

I'échantillon est
fracturé en deux
parties. La ligne de
fracture passe par
bicouche lipidique
de la membrane de
moindre résistance.

un alliage de platine et de carbone est projeté sur la surface fracturée, avec
un angle de 45°. Le métal se dépose avec une épaisseur qui varie selon le
relief de la surface: on obtient une réplique de la surface fracturée.

une couche uniforme de carbone est vaporisée a 90° afin d'augmenter la
résistance mécanique de la réplique.

I'échantillon couvert de sa réplique de [platine / carbone] est déposé sur une
grille de microscope électronique a transmission.

Le carbone est traversé par les électrons mais le platine les arréte plus ou
moins totalement selon I'épaisseur rencontrée par le faisceau d'électrons. Un
film photographique traduit les informations sur le relief en contraste de

gris.

(c) Integral proteins remain
embedded in fractured leaflets

/ it
E (exoplasmic) face J ) ﬂ

P (protoplasmic) face

J [y

plaquette de cuivre

esm——— projection du mélange
platine - carbone a 45°C
§§§ sur la surface fracturée
ligne de de |'echantillon
. fracture ‘
qui passe —
par la
échantillon "vitrifie" membrane

grains de platine - carbone

/

faisceau d'électrons projection de carbone
réplique de

22222222 YYY VYVY VY
la surface
ol il e ;23:;_:‘_\’..‘_

d'épaisseur 20 micrometres
et e Lo ——

nettoyage
— ——
différence de contraste
sur le film photographique E Jaspard (2007)

Source : "Cryofracture” (CNRS)

| P face of
» plasma
membrane

[} Cross section
j through cell

(b} Intramembrane &3
particles (band 3) ¢

La cryofracture révéle ainsi la localisation
des protéines membranaires et met en e B e
évidence des protéines intégrées dans la bicouche lipidique de
disposition differente entre la face E (exoplasmique) et la face P

(protoplasmique):les protéines intrinséques.



2.3. Revétement fibreux glucidique ou glycogalyx
Ce revétement est localisé a la surface externe de la membrane
plasmique. 1l s’agit de chaines glucidiques attachées soit aux

protéines soit aux lipides membranaires

2.4. Mobilité des protéines et fluidité membranaire

glycocalyx cytosol nucleus plasma membrane
1

| S—
200 nm
Figure 10-44. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

La glycocalyx vue en microscopie
électronique

On procede a la fusion de deux cellules différentes: des cellules de souris marquées par la fluorescéine

qui émet une lumiére verte (visible) et des cellules
d’Homme marquées par la rhodamine qui émet une

lumiere rouge.

La cellule hybride ou hétérocaryon parait & moitié verte et
moitié rouge a 5 mn. Mais a 40 mn, les marquages vert et

rouge sont dispersés sur toute la surface membranaire.

Donc, les protéines membranaires sont

mobiles :

La membrane est donc fluide.
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3. Organisation moléculaire de la membrane plasmique
3.1. Composition chimique de la membrane

L’analyse chimique de la membrane plasmique montre qu’elle est formée de :

e 60% de protéines et glycoprotéines
e 40% de lipides (surtout des phospholipides)

3.2. Les lipides membranaires

Il'y a trois catégories principales de lipides membranaires :

e Les phospholipides POLE LIPOPHILE

e Lesglycolipides

CH;

AV VI VAN VAV e,
VA VAVANVAVAVAVS
CO—Q

—CH,

— CH

e Lesstérols

Acide phosphatidique

CH,

1
o—r—o—H (ou—0—X)
Lo

Tous ces lipides sont amphiphiles: ils présentent 2 47 CHa™ Gl N{(CHy); - phosphatidyichaline
pﬁ les: 4 —CH:—CHy—NH;* : phosphatidyiéthanolamine POLE
 Un pdle hydrophile ou lipophobe x= -i—:':'—cuz—c?—NHf : phasphatidyisérine FrDROPAILE

CoO -

e Un pole hydrophobe ou lipophile

Ces lipides amphiphiles dirigent leur pdle "““O NG
hydrophile vers I’eau et les pdles lipophiles sont H\PH  H/y
protégés de I’eau. Par conséquent, ces lipides H o

adoptent spontanément plusieurs conformations comme:

e Des monocouches: une seule couche avec les tétes plongees
dans I’eau

e Des micelles surtout lorsque leurs chaines d’acides gras sont

courtes.

e Des dispositions en bicouches

pole hydrophile ——————

pdle lipophile ———————
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A\l —CH,—CHOH—CH,0H : phosphatidylglycérol

: phosphatidylinositol

Groupement
phosphate polaire
hydrophile

Acides gras non
polaires
hydrophobes
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L’eau (rouge) est
limitée aux  cOtés
périphériques  alors
que les parties
hydrophobes (jaune et
bleu) sont limtées a
la partie centrale: c’est
donc une disposition
en bicouche.

La disposition des lipides dans la membrane sont donc comme suit :

Tnm
| ER——

3.3. Les protéines et les glucides membranaires

La membrane comprend aussi des protéines. Il y a des protéines extrinséques des cOtés
cytoplasmiques et externes et des protéines intrinseques intégrées dans la bicouche lipidique. Il y a
aussi le revétement glucidique ou glycocalyx du cété externe.



3.4. Modele moléculaire de la membrane plasmique

La membrane plasmique est une structure fluide (mobilité des protéines) formée d’une bicouche
lipidique dans laquelle baignent des protéines intrinséques comme une mosaique: ¢’est le modéle de
la mosaique fluide décrit par Singer et Nicholson en 1972,
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4. Fonctions de la membrane plasmique

e La compartimentation (séparation de I’extérieur et I’intérieur de la cellule) et la protection de la
vie cellulaire.

e Larégulation des échanges cellulaires.
e Les phénomenes de reconnaissance (antigénes de surface)

e La signalisation : réception et transduction des signaux du milieu extérieur (lumiere,
hormone,....) ou d’autres cellules (récepteurs hormonaux, jonctions gap).

e  Procure un site pour les réactions chimiques ne pouvant pas se produire dans un environnement
aqueux

e Les mouvements cellulaires (pseudopodes ...).

L, } Passive Acti
5. Perméabilité membranaire. oie

[ | | [
Nonmediated Transporter mediated

11 s’agit du passage de I’eau et des molécules dissoutes
a travers la structure membranaire. 1l y a 4 types
fondamentaux de transport:
» La simple diffusion & travers la bicouche
lipidique.

> Ladiffusion a travers un canal aqueux.
> Le transport facilité par un transporteur. 02 Na* Glucose  Na* k-

» Le transport actif par une pompe.

5.1. La diffusion 0, Na* Glucose Na* K+

la)
(a) Solution hypotonique (b) Solution hypertonique (c) Solution isotonique
La diffusion est le processus spontané au cours
duquel une substance se déplace d’une région ou une
concentration est élevée vers une région de faible

concentration c¢’est-a-dire selon la loi de I’0smose

°

a. Transport de I’eau H0° °° “H0 HOo ° o
A 1 Gail t Perte nette d'eau Ni perte, ni gain net
L’eau s€ deplace’ selon la 101 de l’Osmose, du Lesiglzfesego?'\?ﬁen\ Les ce?lru?es se contractent

compartiment le moins concentré (hypotonique) vers le compartiment le plus concentré
(hypertonique). Des contraintes cellulaires empéchent parfois le passage d’eau.

44



Ce transport se fait selon deux

processus .

» Une diffusion lente a travers la
bicouche lipidique.

Une diffusion rapide a travers
un canal protéique permettant le
passage specifique des
molécules d’cau en file
indienne : les aquaporines

b. Transport des substances dissoutes

La perméabilitt membranaire aux
molécules dissoutes est influencée par
trois facteurs principaux :

> La liposolubilité favorise le passage a travers la
membrane a cause de la nature hydrophobe
(lipophile) de la bicouche lipidiqgue membranaire.

La charge électrique empéche les ions (Mg**, K,
CI") tres hydratés et tres hydrophiles de traverser la
bicouche lipidique de la membrane plasmique.

La taille limite la diffusion. Les petites molécules
traversent plus vite que les grandes (a liposolubilité
égale). La membrane est imperméable aux
macromolécules comme les protéines, les
polysaccharides et les acides nucléiques.
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gaz et molécules
hydrophobes

petites molécules
polaires
non chargées

grosses molécules [ glucose
polaires saccharose

non chargées mannitol
acides

| . aminés
molécules polaires ) ATp

chargées

ions minéraux {

glucose 6-
phosphate

H*, K, Nat,
Ca*, Mg*,
HCOg3-, CI
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perméabilité
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'

perméabilité
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....1 0-10

—10-

double couche
lipidique artificielle
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presque totale ou
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5.2. Transport par les protéines membranaires

Les substances dissoutes qui ne peuvent pas diffuser par la membrane plasmique nécessitent
I’intervention de 3 types de protéines membranaires: les canaux, les pompes ou les transporteurs ou

facilitateurs.
a. Canaux

Les canaux sont des
protéines intrinséques en
pores permettant a certains
ions ou & des molécules de
petite taille de traverser la

bicouche lipidique par
milliers voire millions
d'ions dans le sens du

gradient électrochimique.
C’est une autre forme de
diffusion.

@

Pompe Transporteur Canal
Spécificité Intégrale Intermédiaire Seulement 10-20x
Vitesse (ions/s) 100 <1000 108
Gradient A contre-courant Dans le sens du gradient*| Dans le sens du gradient
Apport d’énergie Nécessaire Non Non

lons/modification
conformationnelle

~1

~1

*Peut véhiculer un autre soluté
contre le gradient

Plusieurs

Il 'y a des canaux ouverts de facon

constante ou constitutive.

D’autres s’ouvrent

aune

excitation électrique (cellules nerveuses

et musculaires ou un état osmotique

particulier (cellules épithéliales du rein).

b. Transporteurs ou facilitateurs

Les transporteurs ne
font passer qu’un
nombre limité d’ions et

présentent un
fonctionnement qui
rappelle les

€= -

o

mécanismes enzymatiques. C’est un transport passif qui se fait dans le sens du gradient de diffusion et ne

nécessite pas d’énergie.
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c. Pompes

Ce sont des transporteurs actifs qui assurent le passage contre le gradient et donc nécessitent la

consommation d’ATP.

Exemple : pompe Na*/K* dans la cellule épithéliale de I’intestin_

> Les ions Na* se fixent au

niveau de 3 sites de la
pompe ouverte Vers
Pintérieur de la cellule.

L’ATP est ensuite fixée et
dégradée par la pompe qui
change de conformation
pour s’ouvrir vers
I’extérieur.

Les Na* sont libérés vers
Pextérieur et les K+
occupent deux sites.

Les 2 K* sont libérés a
I’intérieur apres le retour de
la pompe a I’état de repos.

d. Cinétique de transport

La différence entre les trois types de transports est révélée

par la vitesse de transport de 1’élément en fonction de sa

concentration:
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d’une diffusion simple.

milieu extracellulaire

hyaloplasme

vitesse de
transport

<
3
&

v Le transport d’un élément est linéaire dans le cas

1/2 Vinax

v" Dans le cas d’un transport facilité, il y a un palier qui
montre 1’existence d’un état de saturation.

v' Dans le cas d’un transport actif, le transport ne se
fait qu’en présence d’une source d’énergie.

diffusion par
un transporteur

X diffusion
1 simple

1

I

Km  concentration
de la molécule transportée




d. Différents sens de transport

Les transporteurs passifs et actifs fonctionnent selon trois systemes :

» Systéme uniport — transport d’une molécule a travers la membrane a I’aide d’un transporteur

» Systéeme symport — transport simultané de deux substances dans le méme sens (ex. glucose et
Na*)

» Systéme antiport -
transport simultané de deux
substances dans des sens
opposés (ex. Na*/K™).

Uniport Symport Antiport

e. Transport actif secondaire

| Energie

Le transport faclllte peut Silmplg DifAﬁ:xsion Transport couplé
. , 1 diffusion facilitée 1
parfois dépendre dans son E——" "+ oo

fonctionnement d’un transport
actif concomitant..

Exemple la cellule épithéliale de I’intestin

Dans ces cellules, le transport du glucose se fait par des
transporteurs passifs. Mais ce transport ne se fait que si une
pompe sort le sodium de la cellule: ¢’est un transport
actif secondaire.
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milieu extérieur Endocytose
5.3 Echanges par endocytose et exocytose W—_—.
Ce sont des processus de transport impliquent des @
. \ . . . .- hyaloplasme
phénomenes de fusion des bicouches lipidiques @\

membranaires aprés que celles-ci se soient
étroitement juxtaposées. Les substances absorbées N _

L s . milieu extérieur
(endocytose) ou secrétées (exocytose) sont toujours )

séquestrées (enfermées) par une membrane et ne se igg%
mélangent jamais avec les constituants du

hyaloplasme
hyaloplasme.
Exocytose
a. Endocytose
Processus par lequel la cellule ingére des liquides,
des macromolécules, des particules et parfois méme d’autres cellules dans une vésicule membranaire qui
se détache de la membrane plasmique.
Ces phénomeénes présentent des caractéristiques communes :

1) ils impliquent des phénomeénes de fusion des bicouches lipidiques membranaires aprés que celles-ci se
soient étroitement juxtaposées

2) les substances absorbées ou sécrétées sont toujours séquestrées par une membrane et ne se mélangent
jamais avec les constituants du hyaloplasme. Il existe donc une certaine parenté biochimique entre
membranes des vésicules et membrane cytoplasmique.

On distingue deux processus d’endocytoses :

» lapinocytose (au sens étymologique, la «boisson» de la cellule), qui est I'ingestion de fluides ou
de macromolécules, au moyen de petites vésicules de diamétre autour de 150 nm.

> la phagocytose qui est I’absorption de grosses particules ou de cellules, au moyen de veésicules
de diamétre toujours supérieur a 250 nm, et pouvant méme atteindre plusieurs pm: les
phagosomes («l'alimentation» de la cellule).

Il y a une forme de pinocytose non spécifique qui permet d’ingérer de I’eau et des solutés sans
concentration : ¢’est la pinocytose en vrac ou pinocytose en phase liquide.

Par contre, la pinocytose dépendante de la clathrine débute par :

» I’invagination de disques épaissis de la membrane plasmique appelés «puits
recouverts».

»  Ces zones sont recouverts, sur leur face cytoplasmique par un réseau de
protéines hexagonales appelé clathrine.
Les protéines formant ce réseau sont appelées triskelions.
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Cette forme de pinocytose est plus efficace et plus spécifique : les substances transportées sont d’abord
reconnues et fixées par des récepteurs (protéines transmembranaires) ce qui permet une concentration du

contenu des vésicules.

2\
&)
/

b. Phagocytose

C’est I’ingestion de grosses particules comme des

microorganismes ou des débris cellulaires dans de grosses
vésicules ou vacuoles appelées « phagosomes » (>250 nm).
On les trouve dans des cellules spécialisées: globules blancs
(macrophages et neutrophiles) qui luttent contre 1’infection
et contre des cellules sénescentes ou endommageées et des
débris cellulaires.

bactérie

Lors de la phagocytose d’une bactérie, par exemple, les
anticorps se lient a la surface des bactéries infectieuses en
laissant une région exposée a I’extérieur. Ces régions
seront reconnues et liées aux récepteurs dans la membrane

des macrophages et des neutrophiles. By

globule blanc
phagocytaire

Cette liaison déclenche la formation de pseudopodes qui

50

{ — pseudopode

membrane
+—" plasmique




engouffrent la particule et fusionnent a leur extrémité (a la manic¢re d’une fermeture éclair) pour former
un phagosome.

zone riche en
microfilaments
d'actine

bactérié recouverte
d'anticorps

repli

~~récepteur
membranaire

celiule phagocytaire

b. exocytose
L’exocytose se produit surtout par fusion des vésicules golgiennes avec la membrane plasmique (voir
chapitre le systtme endomembranaire : appareil de Golgi).

Signalisation
La cellule recoit des signaux de différentes natures: molécules chimiques, hormones,
neurotransmetteurs, infection etc ...On les appelle les « molécules informatives ».
11 s’agit de communication intercellulaire, souvent a distance se faisant entre deux types de cellules :
e La cellule de transmission synthétise le signal (molécule informative) et le fait sortir, souvent par
exocytose, dans le milieu extracellulaire.
e La cellule cible capte le signal grace a des récepteurs sur sa membrane plasmique.
Un récepteur qui est une protéine spécifique composée de deux parties :
- récepteur externe
- partie catalytique interne qui provoque une réponse cellulaire : c’est la transduction (réception d’un
signal externe et formation d’un deuxiéme signal intracellulaire pour y répondre).
Exemple: cas de I’insuline
C’est une hormone protéique (51 aa), hydrophile. Cette hormone est synthétisée dans le pancréas et agit
au niveau du foie et d’autres cellules (cellules cibles).

Récepteur de l'insuline

& & Insuline 8 Glucose

Domaine PTB
omaine PH

' Tyrosine CARG ¢ S C Glucose
Kinase Chil? s & D Es PKOE G
A. L’insuline se lie  B. La transphosphorylation e &) _ Grb2- - Fusion
active les domaines 3054 e SOS
tyrosine kinases ; % .
cytoplasmiques (GEE) RasGDP Ras:GTP Ras“GDP
TGC10-GDP TC10-GTP. é !
51 3_*§ ;
MAP  MAPCI P

tyr- P

kinase kinase



L’insuline (molécule informative) reconnait les cellules cibles grace aux récepteurs spécifiques de la
membrane plasmique (500 a 100 000 récepteurs/cellule).

Le récepteur hormonal est une protéine intrinséque transmembranaire composée de 2 parties:

» Une partie externe avec un site spécifique de reconnaissance de 1’hormone et qui est capable de

fixer ’insuline.

» Une partie interne enzymatique qui provoque la transphosphorylation de la partie catalytique qui

est la tyrosine kinase.

» L’activation de la tyrosine kinase cytoplasmique active un ensemble de réactions qui aboutissent
a la fusion de vésicules internes avec la membrane plasmique. La membrane de ces vésicules

enrichit la membrane plasmique en transporteurs de glucose.
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Chapitre 5
Le hyaloplasme

1. Définition
C’est la substance fondamentale de la cellule dans laquelle baignent les organites. 1l représente 50 a
60% du volume cellulaire.
Le hyaloplasme avec les organites (sans le noyau) constituent le cytoplasme. Il comprend deux parties :
> Une solution agueuse complexe (cytosol).
» Un réseau de filaments protéiques : le cytosquelette

2. Composition chimique du cytosol
Eau: 70%
Protéines: 15-20%
ARNmM et ARNt
Divers solutés: sucres solubles, acides aminés, nucléotides, composés organiques, ions...
pH 7 (cellule animale)
pH55a6 (cellule végétale)
Le hyaloplasme peut étre solide (sous forme de gel) ou fluide (forme de « sol »)

Il 'y a dans le hyaloplasme de certaines cellules des réserves comme des inclusions de glycogene
(hepathocytes) ou  des inclusions de lipides (tissu adipeux, graines
oléagineuses).

3. Cytosquelette

Le cytoplasme des cellules eucaryotes est sillonné par plusieurs
types de structures fibreuses ou tubulaires qui participent a la fois a son
architecture et a sa dynamique : le cytosquelette. Il constitue a la fois «un )
squelette» et «une musculature» pour la cellule. e AS ot S e

Trois réseaux sont identifiables au microscope électronique et en
immunofluorescence chez les cellules animales :

> Microfilaments d’actine
> Microtubules.
> Filaments intermédiaires.

Réseau microtubulaire d’une imale en culture
observé en immunofluorescence
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3.1. Microtubules
3.1.1. Structure

Ce sont des structures tubulaires
linéaires de 25 nm de diamétre.
Elles apparaissent sous forme de
«rails» en coupe longitudinale et
sous forme circulaire en coupe
transversale.

Le constituant principal est une protéine
globulaire de 50 kDa: la globuline avec 2
sou-unites a et B. Celles-ci constituent
spontanément des filaments linéaires
appelés protofilaments qui, groupés cote a
cte par groupes de 13, constituent la
paroi du microtubule.

Les  microtubules  sont  toujours
accompagnés de protéines annexes
appelés MAPs pour stabiliser la structure,
organiser des édifices complexes
(centrioles, cils...) ou associer les
microtubules a d’autres constituants
cellulaires.
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Tubule B

3.1.2. Fonctions des
microtubules

a. Constitution

des

Centrosome
Centrioles

Structures cylindriques de 0,5
pm de long sur 0,2 de diametre,
constitués de 9 triplets
paralleles de courts
microtubules, formés chacun de
3 microtubules accolés e
parallélement les uns aux autres ' - 10um
et partageant 2 a 3 protofilaments. Le microtubule le plus interne est entier et relié au centre par un bras
radiaire. Les centrioles vont toujours par paires et sont le plus souvent situés a proximité 1’un de 1’autre

en disposition perpendiculaire.

b. Constitution des cils et flagelles

€ Axonéme

<*.¢ Bras de dynéine

Fines structures digitiformes de 0,25 um de diamétre), souples et mobiles,
portées par la surface des cellules.

Longueur des cils : 5-10um et longueur des flagelles : jusqu’a 200 um.

Limités par la membrane plasmique et portent en leur centre un systéeme
complexe de microtubules noyé dans le hyaloplasme: ¢’est I’axonéme.

L’axonéme est formé de 9 paires de microtubules périphériques (un complet
et ’autre incomplet) et une paire centrale. Deux bras de dynéine partent de

chaque doublet vers le doublet voisin. Des ponts tangentiels de nexine Paai. e ST Bras e
unissent les doublets. Des fibres rayonnantes unissent les doublets
périphérigques avec le doublet central. oot

Pont de
nexine
Doublet

@ Corpuscules basaux ou cinétosomes

Paire de
microtubules

Ce sont des structures rencontrées a la base des cils et des flagelles. Ils ont e contraux

. . T N . (b)
une organisation similaire a celle des centrioles.
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c. Constitution des faisceaux de
division

Au cours de la mitose, le centrosome se duplique en 2
centrosomes fils. Chaque centrosome devient un pole du
fuseau. Le fuseau est constitué de deux types de
microtubules: les microtubules polaires et les
microtubules kinétochoriens.

chromosomes

©1998 GARLAND PUBLISHING

56

Microtubule
isolé central

Doublets de

externes

microtubules —

microtubules

Structure
en roue
de chariot

>



C. Transport interne de vésicules et

d’organites

Les microtubules peuvent guider les mouvements de
vésicules, de macromolécules, ou d’organites. C’est un
mouvement polarisé . Par exemple, au niveau des
axones, les kinésines sont responsables du transport de
vésicules vers la terminaison nerveuse alors que les
dynéines transportent leur chargement vers le corps
cellulaire (extrémité -).

d. Orientation des  mouvements
cytoplasmiques et la différenciation

d’une forme cellulaire

domaines de liaison aux
vésicules transportées

KINESINE

DYNEINE
CYTOPLASMIQUE  tétes globulaires de liaison
aux microtubules

(hydrolyse de I'ATP)

vésicule transportée ——

vésicule transportée

Les microtubules et les myofibrilles participent a 1’orientation de 1’allongement cellulaire lors de la
différentiation. Le traitement des cellules par des substances qui perturbent I’allongement de ces fibres

bloque I’allongement de la cellule.

myofibrilles microtubules

myoblastes

myosac
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3.2. Microfilaments d’actine
3.2.1. Structure

Ce sont des fibres fines contractiles de 7 a 8 nm d’épaisseur,
constituées d’une protéine globulaire appelée: actine. Elles sont
souvent organisées en faisceaux

Ces microfilaments existent dans toutes les cellules eucaryotes
mais particulierement abondantes dans certaines cellules
comme les cellules musculaires (myofilaments) et les
microvillosités de 1’épithélium intestinal. Elles sont
souvent localisées dans le cortex (pres de la membrane
plasmique) et sont relativement instables (labiles): elles
peuvent s’allonger ou se raccourcir assez rapidement.

Ces microfilaments sont associés a plusieurs types de
protéines accessoires qui servent comme :

v’ Les protéines de rassemblement

v’ Les protéines de stabilisation ou de |
fragmentation.

v" Les protéines de coiffage

v Les myosines

3.2.2. ROles des filaments d’actine
Elles servent souvent pour le soutien hyaloplasmique comme
dans les microvillosités de la cellule intestinale.

Elles agissent aussi dans les mouvements cellulaires:
mouvements amiboides, cyclose dans la cellule végétale.

membrane plasmique  région de gélation de

vacuole I'endoplasme

digestive
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3.3. Filaments intermédiaires ou tonofilaments
3.3.1. Structure
Ce sont des fibres de 8 a 12 nm d’épaisseur. Elles sont
constituées de protéines fibreuses sous forme de monomeres
qui different selon le type cellulaire (6 groupes dont par
exemple, la kératine). lls existent en particulier dans les cellules
épidermiques (tonofilaments) et les cellules nerveuses

(neurofilaments).

Rdéle de soutien cytoplasmique, en particulier au niveau des

jonctions intercellulaires comme les desmosomes.

Ces fibres ont un réle de soutien cytoplasmique, en particulier au niveau des jonctions intercellulaires

comme les desmosomes.

(From Raven PH, Johnson GB. Biology. St Louis, 1982, Mosby,)
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4. Activités
hyaloplasme
Le cytosol est un milieu aqueux riche en
enzymes et des millions de substrats, ces
derniers subissent des modifications en chaine
constituant des voies métaboliques.

Exemple d’une voie métabolique importante: la
glycolyse.

C’est la dégradation de glucose-6-P pour former
deux molécules d’acide pyruvique.

métaboliques du

4.1. Définitions
L’ ATP (adénosine-tri-phosphate) est la forme
d’énergie directement utilisable par la cellule.
Les deux derniers phosphates sont reliés a la
molécule par des liaisons riches en énergie. La
libération de 1’énergie se fait par cette réaction
catalysée par ’ATPase :

ATP —ADP + P + énergie, sous 1’action d’une
enzyme ATPase.

4.2. Co-enzymes transporteurs d’Hz
Une co-enzyme (molécule non protéique)
travaille en collaboration avec une enzyme en
effectuant une fonction précise: ici le transport
d’Ho.

NAD+, NADP+
(nicotinamide-adénine-dinucléotide (P)): formes
oxydées, accepteurs d’H2

ATP j
ADP
glucose 6-phosphate

fructose 6-phosphate

ATP 7 -
etapes a
@ 6 carbones

fructose 1,6-bisphosphate

glycéraldéhyde-3-P<—s-dihydroxyacétone-

NAD* j/—
[NADH| + H

1 3~blsphosphoglycerate

j

3-phosphoglycérate

phosphorylation au
niveau du substrat

3 carbones

1 étapes a

2-phosphoglycérate

&-»HZO

phosphoénolpyruvate

ADP
phosphorylation au
niveau du substrat

NADH,H+, NADPH,H+ : formes réduites, donneurs d’Hy.

4.3. Déroulement de la glycolyse

Cette voie permet la dégradation du glucose pour la formation d’énergie.

Réaction nette:

Glucose + 2 NAD* + 2 ADP+ 2 Pi— 2 pyruvate + 2 NADH, H* +2 ATP +2 H20
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Elle se déroule comme suit :



Le bilan de la glycolyse est le suivant :

» formation d’énergie sous forme d’ATP (2 molécules)
» formation d’acide pyruvique, substrat de la respiration (2)
» formation de NADH+H+ (réducteur) (2)

Que deviennent les produits de la glycolyse

\ 4 \ 4

\ 4 \ 4
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Chapitre 5
Le noyau

1. Organisation générale du noyau interphasique

C’est un organite gros, réfringent (renvoie la lumiere) et facile a colorer. Sa taille varie selon le type de
cellule et son activité. Le rapport nucléoplasmique (volume du noyau divisé par le volume du
cytoplasme) renseigne sur 1’activité cellulaire.

Les principales structures du noyau interphasique sont :

> I’enveloppe nucléaire : ¢’est une double membrane
en continuité avec le réticulum endoplasmique. Elle est
interrompue par endroits par des passages appelés pores ﬁ
nucleaires. -
Les pores ne sont pas de simples trous. C’est une structure
organisée comprenant environ 500 protéines disposées
selon une symétrie d’ordre 8. Elle comprend un anneau
cytoplasmique lié a des filaments, un anneau (A Ve de e oplsmiaue
intermédiaire et un anneau nucléaire associé a un
panier.

Ces pores servent a réguler les échanges entre le
cytoplasme et le noyau.

La face interne de 1’enveloppe nucléaire est tapissée Sropsmiase
par une couche protéique filamenteuse de 10220 |-
nm d’épaisseur : la lamina. Elle donne au noyau sa

Cytoplasme

Filament
cytoplasmique ™|

Bouchon
central

forme et sert aussi a reconstituer I’enveloppe by
nucléaire apres la mitose. sy
> le nucléoplasme : c’est la substance

fondamentale du noyau formée par une matrice gélatineuse contenant des ions, des protéines, des
enzymes et des nucléotides. Elle assure une continuité entre
les divers constituants moléculaires du noyau. les nucléoles
> la chromatine : c’est la forme sous laquelle se
présente le matériel génétique pendant I’interphase. Elle
comprend une forme trés condensée inactive appelée
hétérochromatine et une forme lache et diffuse appelée
euchromatine. La structure de la chromatine sera développée
dans le prochain paragraphe.
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Le nucléole est une structure dense, bien individualisée et de forme sphérique. Il n’est pas entouré d’une
membrane lipidique.

Au microscope électronique, le nucléole montre
plusieurs structures formées de 3 zones :

v'un centre fibrillaire correspondant aux
organisateurs nucléolaires qui expriment les
ARNr ; o

v"une zone fibrillaire dense qui correspond a la Composant fbrillaire dense §
partie active du nucléole contenant les ARN. '

v"Une zone granulaire constituée de particules de
15 a 25 nm. C’est la zone de stockage des Centre

. fibrillaire
pré-ribosomes. (cf

Coposant granulaire
Le rble des nucléoles est la formation des ribosomes. (c9)

Les génes appelés organisateurs nucléolaires réalisent la transcription d’une partie des ARNr qui
s’associent avec d’autres ARN et avec des protéines (issues
du cytoplasme) pour former les préribosomes qui se
sciendent en petite et grosse sous-unité.

boucle de I'organisation
nucléolaire (ADN)

‘\% géne d'ARNr i
By Bea o B NF

TRANSCRIPTION [

précurseur de
I'ARN 458

protéines
ribosomales,

grande l )
S particule .
fabriquées | | ribonucléo- g.:%' B Y 1
protéique ~ oo ot
" recyclage de 'ARN

dans le
cytoplasme
et des protéines
@& impliquées dans

ARNr 58 S
fabriqué NUC!.EOLE la maturation
en dehors
du nucléole
. )
NOYAU - 3 | grosse sous-unité
non mature
grosse
sous-unité
- g petite . w"’?
CYTOPLASME Sous-unite
e LE TRANSEORT . o
ET L'ACTIVATION

PRODUISENT DES RIBOSOMES
FONCTIONNELS
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Double hélice @ Georges Dolisi Histone H1

2. Organisation du matériel génétique chez les eucaryotes : de la chromatine
aux chromosomes

L’ADN des cellules eucaryotes se combine avec des protéines basiques appelées
histones pour former des structures appelées nucléosomes. Ces structures
contiennent 4 paires de particules protéiques histones (H2A, H2B, H3 et H4)
entourées deux fois par le filament d’ADN d’une longueur de 60 paires de base

Noyau formé par 8 molécules d'histones

(pB). Entre les nucléosomes, il y a une partie internucléosomique associée a une (Solt4 pares) H2A, HIB, Ha et

Détail d’'un nucléosome

histone H1. Cette fibre nucléosomique condense I’ADN de 6 a 7 fois.

La fibre nucléosomique se condense par la suite en une fibre plus épaisse dite fibre de 30 nm. Ce mode de
condensation divise encore la communauté scientifique. Il existe deux modéles
plausibles :

» Le modéle solénoide: les nucléosomes se
condensent en hélice a raison de six par tour et
tous paralléles a 1’axe de 1’hélice. La structure
est stabilisée par H1.

» Le modele en zigzag avec hélice double départ:
c’est la succession de petites unités condensées
en tetranucléosomes en zigzag.

Iy a des données expérimentales qui semblent suggérer
que le modele solénoide concerne la chromatine au repos et I’autre concerne la
chromatine active.

La fibre de 30 nm condense aussi ’ADN de 6 a 7 fois.

A Interphase ——> ~ Ellitose
La fibre de 30 nm subit des niveaux de condensation supérieurs permettant le (). ALY
passage de I’état de chromatine a la I’état de N - - -
chromosomique visible pendant des mitoses. Ainsi, g";g
la fibre forme d’abord des boucles appelées == ¢
. S -~ ’
microconvules. Ces boucles condensent encore  —— VNN _
, , . . —_— /@\ S/MAR de I'ADN ag/}tzces
I’ADN d’environ 10 fois. = N\ ., lesprotéinesasso
= N
Le passage ultime de la chromatine condensée au 2‘—;% e,
. —— chromosomique)
chromosome se fait par le regroupement des boucles = o
en rosettes et leur ancrage a une charpente centrale = Protéines

indépendantes
de la charpente

du chromosome formée de protéines non histones.

Cette étape permet de condenser I’ADN d’environ 20 fois. e

en boucle

Ce processus permet de passer d’une longueur totale de 1,90 m pour I’ADN
humain a une longueur de 220 um correspondant a la longueur totale des
chromosomes. C’est une condensation d’environ 8000 fois.
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3. Transmission de I’information génétique : mitose et
meéiose

Le matériel génétique est un ensemble d’instructions qui
doivent étre transmises a la descendance. Cette transmission
nécessite d’abord la création de copies supplémentaires pour
que les cellules disposent chacune de sa copie. On appelle ce
processus la réplication.

3.1. Réplication de ’ADN

La réplication s’effectue par I'ADN polymérase qui écarte
progressivement les deux brins de la molécule d’ADN (yeux
de réplication) et permet a des nucléotides libres, présents dans le noyau de se fixer chacun en face de la
base azotée du nucléotide qui lui est complémentaire. Ainsi, chaque brin d’ADN sert de matrice pour la
synthése d’un nouveau brin.
La réplication débute a divers endroits de la molécule et progresse en sens inverse, formant des «yeux de
réplication ». La réplication est achevée lorsque les « yeux» se rejoignent.
PN i _t e e

e

N *.‘h

CC
< >4 |

R0 A\,‘mm:\m%

d::""«»wmwv' " l ——

*

semi-conservative.

Les chromosomes
en séparation
formeront les
poles du fuseau

cytoplasme
membrane plasmique

3.2. Le déroulement de la mitose et
La mitose est un processus continu, mais on peut y distinguer 5 étapes -
difficiles a délimiter. b v
3.2.1. Prophase i
Les chromosomes commencent a se condenser s’individualiser. ' S e

L’enveloppe nucléaire et le nucléole disparaissent. Un fuseau achromatique, 2 fonenerase
constitué de microtubules apparait entre les deux poles. e
3.2.2. La métaphase

— pole du fuseau
microtubule polaire
chromosome an
kinétochores

microtubules.
Kinétochoriens

Les chromosomes, au maximum de leur condensation, se positionnent a rkatap
I'équateur du fuseau pour former « plaque équatoriale ». '

vésicules de
Venveloppe
nucléaire

pola du fuseau

pole du fuseau

vésicules da
T'enveloppe
nucléaire
les chromosomes

alignés au niveau

de la plagque

métaphasique & .
* mi-chemin entre les péles microtubule
kinétochorien

microtubule
polaire
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4 ANAPHASE

3.23. L'anaphase e e
mocourc_issent lorsqu’une
Le fuseau tire sur les deux chromatides qui se séparent et e e

séparation
croissante des poles

migrent vers les poles de la cellule.

microtubule polaire
en élongation

3 . 2 . 4 . La. té I 0 p h ase microtubule kinétochorien

qui se raccourcit

Les chromatides se disposent en deux lots polaires et
commencent a se décondenser, I'enveloppe nucléaire se forme
autour de chaque lot de chromosomes et achéve ainsi la
formation des deux noyaux fils, le fuseau mitotique disparait. \ LEENVELOPPE NUCLEAIRE

S SE REFORME
3.2.5. Cytodiérese
5 TELOPHASE

C’est le partage du cytoplasme aboutissant a la séparation

finale des deux cellules filles. dromosomes dipournss
Chez les animaux, la cytodiérése s'effectue par un simple

étranglement du cytoplasme dans la région équatoriale de la

cellule.

chez les végétaux, cette séparation est plus complexe et fait

intervenir des vésicules golgiennes chargées en substances

pariétales qui se disposent a I’équateur de la cellule pour

microtubules polaires

I'enveloppe nucléaire
se reforme autour des
chromosomes individuels

A
LE SILLON DE DIVISION
SEPARE LA CELLULE EN DEUX

former une paroi au moment ou le membranes qui les membrane paroi
plasmique cellulosique

entourent constituent les nouvelles membranes.

dictyosome phragmoplaste
golgien

vésicules plague cellulaire
golgiennes

66 plasmodesme paroi transversale
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3.3. Mitose et cycle cellulaire

Les cellules qui se divisent régulicrement présentent un ensemble d’activités structurales et métaboliques

qui leur permettent de préparer et de réaliser la mitose. Ces
transformations qui se succédent de maniére répétitive sont
appelées cycle cellulaire. Sa durée est, en général entre 20 et
24 h.

Les étapes du cycle cellulaire peuvent étre aisément suivies a
travers 1’estimation de la quantit¢ d’ADN cellulaire a un
moment donné.

» Phase G1 (environ 8h) : période qui suit la mitose et
se caractérise par une quantité minimale d’ADN et
des syntheses actives permettant la croissance
cellulaire.

» Phase S (environ 8h) : période de réplication de
I’ADN en 2 chromatides attestée par une
augmentation progressive vers le doublement de la
quantité d’ADN.

» Phase G2 : (environ 8h) : les cellules contiennent une
quantité d’ADN double avec production d’enzymes
et de facteurs de régulation indispensables a la
mitose. La fin de cette phase G2 est marquée par la
phosphorylation de nombreuses protéines.

> Phase M (1 a 2 h): période de division proprement dite et de partage égal du matériel héréditaire

entre les 2 cellules filles issues d’une division.

68

mitose/{

Wz

réplication de 'ADN

®

P = prophase

20-24h

durée d'un cycle cellulaire

quantite d'ADN par noyau
- masse de la cellule

division
cellulaire

@ ©

A = anaphase

M = métaphase T = télophase




3.4. Chromosome métaphasique et caryotype

Pendant la métaphase, les chromosomes atteignent leur condensation
maximale et sont disposés sur un seul plan (plaque équatoriale). Leur
visibilité est maximale a ce stade et apparaissent dédoublés en deux
chromatides. 1ls présentent un certain nombre de caracteristiques
structurales :

> Le centromeére ou constriction primaire : étranglements présents au
niveau de tous les chromosomes. C’est le dernier point de contact
entre les chromatides avant leur séparation. Il comprend un complexe
de microtubules appelé chinétochore.

> La constriction secondaire : étranglements présents sur certains
chromosomes qui correspondent a I’emplacement habituel des
organisateurs nucléolaires au repos pendant la mitose.

> Les télomeres : Ce sont des séquences d’ADN particuliéres formées
de nombreuses répétitions de courtes séquences (GGGTA chez
I’Homme) et situées aux extrémités des chromosomes. Elles sont
impliquées dans la

stabilisation et la protection 1 \

des extrémités lxx uzx xg Y\:ﬂ

chromosomiques. Leur

longueur se raccourcit apres '” “ % Mi “ 1

chaque division ce qui laisse
penser qu’ils jouent un réle de ! U '
mesure du temps comme un Ah ah AD XX XX AR XK
sablier). = “ "

X

A partir de I’observation de la plaque
métaphasique, on peut reproduire les chromosomes et les présenter de maniere organisée : c’est le
caryotype.

L’examen du caryotype montre que le nombre et la morphologie des chromosomes sont stables chez
une espece donnée (2n = 46 chez I’Homme) et tous les chromosomes sont présents par paires : on
parle de chromosomes homologues.

Selon la position du centromére, on distingue 3 types de chromosomes :

» Les chromosomes acrocentriques : le centromeére divise le chromosome. en 2 bras inégaux.
» Les chromosomes métacentriques : le centromére divise le chromosome en 2 bras égaux.
» Les chromosomes télocentriques : le centromere est en position terminale.
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3.5. La méiose

La méiose est une division complexe qui se déroule dans les cellules de la lignée germinale (cellules
meéres des gameétes).

Les cellules somatiques comprennent, en général, des chromosomes par paires ou chromosomes
homologues. L’Homme, par exemple, possede 23 paires de chromosomes (2n = 46). On dit que les
cellules somatiques sont diploides. Par contre, les gamétes (spermatozoides et ovules chez ’Homme)
doivent posséder uniquement 23 chromosomes, on dit qu’elles sont haploides. L’état diploide est restauré
lors de la fusion entre les gamétes males et femelles ou fécondation.

A. Les événements de la méiose

La méiose comprend 2 étapes :
» Une premiere division réductionnelle pendant laquelle le nombre de chromosomes est réduite de
moitié
> Une deuxieme division dite équationnelle qui ressemble étroitement a la mitose.

Chacune de ces divisions comprend plusieurs étapes et sous étapes :]
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Prophase I: ¢’est une phase a la fois importante et complexe. Elle est subdivisée en 5 étapes.

€ Leptotene : c’est le début de condensation des chromosomes qui commencent a s’ individualiser.

€ Zygoténe : les chromosomes homologues s’apparient c'est-a-dire se rapprochent par un

processus appelé synapsis aboutissant a la formation du complexe synaptonémal. Ils se croisent

a certains endroits formant des chiasmas.

LEPTOTENE |

PACHYTENE

paternal
sister

chromatids
chromatid 2

complex

maternal chromatid 3

sister

chromatids| chromatid 4 FE N

_chromatid 1 \ oh Az

"assembling

& | L) h LA
central region of_——
LR 44| Wi )

synaptonemal

| INTERPHASE

| ZYGOTENE |

disassembling

> protein axes
(lateral elements)

DIPLOTENE FOLLOWED
BY DIAKINESIS

€ Pachytene : les chromosomes continuent leur condensation formant des tétrades.

€ Diploténe : les chromosomes s’écartent 1égérement et restent attachés au niveau des chiasmas.

€ Diacinése : les chromatides sont fortement contractés et commencent a rejoindre 1’équateur de la

cellule|

Métaphase | : les bivalents se disposent en plaques équatoriales avec formation du fuseau achromatique

et disparition de la membrane nucléaire et des nucléoles.

Anaphase | : les chromosomes homologues se séparent et migrent vers les pdles. La rupture des chiasmas

aboutit a 1I’échange de morceaux de chromosomes entre les chromosomes homologues.

Télophase | : formation de noyaux fils haploides.

Prophase 2: Disparition de I’enveloppe nucléaire et Formation du fuseau achromatique.

Métaphase 2: Les chromatides se placent au centre de la plaque équatoriale.

Anaphase 2 : séparation des chromatides qui migrent vers les p6les opposeés.

Télophase 2 E: Formation de 4 cellules haploides résultant des 2 divisions chromatiques.

Conséquences de la méiose :

» Formation de cellules gamétiques haploides.

» Répartition indépendante des chromosomes d’origine paternelle et maternelle : brassage

interchromosomique.

» Echange de fragments de chromosomes ce qui modifie I’ordre des all¢les sur le chromosome :

brassage intrachromosomique.
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4. Expression de ’information génétique: synthése de protéines

4.1. Rappel de la structure des protéines

Une protéine est un ensemble d’acides aminés reliés entre
eux par une liaison peptidique entre la fonction COOH
d’un acide aminé et L fonction NH2 de I’acide aminé
suivant. Les protéines difféerent a la fois par le nombre
d’acides aminés et par leur enchainement ou leur
séquence.

Dans une protéine, on peut trouver plusieurs chaines
peptidiques. La protéine peut aussi comprendre une
partie non peptidique.

Il a été prouvé par 1I’étude de mutants qu’il y a une
colinéarité entre la séquence du géne et la séquence de
la protéine. L’information portée par le gene (ADN)
consiste en une séquence précise de nucléotides qui
indique 1’enchainement des acides aminés au niveau de la
protéine.

4.2. Structure des ARN

L’ARN se distingue de I’ADN par 3 caractéristiques : simple brin,
porte 'uracile au lieu de la thymine et le ribose a la place du

on polaires
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acide aminé et un triplet caractéristique 1’anti-codon Papiids

4.3. La transcription de PADN en ARN

La synthése débute par la synthése d’une copie du géne sous forme d’une

molécule d’ARN appelé ARN messager.

Les ARN sont des acides nucléiques comme I’ADN mais ils différent par 3
caractéristiques : ils ont un seul brin, possédent le ribose au lieu du

désoxyribose. La thymine est remplacée par I’uracile.

ARN messager est synthétisé par complémentarité avec 1’un des brins de \

I'ADN utilis¢ comme matrice. Ce processus est appelé transcription. Le

schéma suivant résume ses principales étapes :
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L’ARNm obtenu a une séquence complémentaire par rapport au brin d’ADN transcrit et identique par
rapport au brin non transcrit a part T qui est remplacé par U.

Un méme geéne est transcrit simultanément en
plusieurs ARNm. Les ARNm synthétisés se
détachent de I'ADN et migrent dans le
cytoplasme par les pores de I'enveloppe

nucléaire.

L'ARNm est une copie éphémeére du geéne

(durée de vie de quelques minutes). gtian (s et
.’,‘m;d_-l . 5:‘\"‘.;-‘-~... -

Chez les procaryotes, la transcription permet de former directement un ARN messager immédiatement
utilisable pour I’étape suivante. Par contre, chez les eucaryotes, la transcription forme un ARN dit
prémessager. Cet ARN comprend des trongons qui persisteront dans le futur ARNm, ce sont les exons et

des trongons qui seront éliminés appelés introns.

Lors d’un processus appelé épissage, les introns sont coupés et €liminés et les exons sont raccordés entre

eux pour former I’ARN messager.

Début du géne Fin du géne

INTRON | INTRON 2 INTRON 3

';|;|;, ( |:. 4 .f!h:

EXON | EXON 2 EXON 3 EXON. 4

EXON = portion codante de
’ADN
INTRON = portion non PORTION TRADUITE EN PROTEINE

codante de I'ADN
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Un méme ARN prémessager peut subir un épissage différent suivant plusieurs facteurs comme le type de

cellule ou le moment de la transcription. Certains exons peuvent ou non étre retenus. La conséquence est

qu'un méme geéne peut donner plusieurs protéines différentes. De ce fait, la diversité des protéines

(protéome) d’un organisme donné dépasse largement le nombre de ses geénes: on parle d’épissage

alternatif.

La troponrpnsine est un des conatituants du cytosqueletne fensemble de filaments qui

donnent leur Forme aux cellules).

Disage ci-codiire mantre des fibees consdteées de ropomrosine,
Toasies les cellules {fibees musculaires, nearones, eic.) n'ont pas la mme mopomyoe-
gine. Anal, il existe au moing neof fores de tropomsposine alpha Ces neof protéines
dif férentes sone pourtant le résuloar de expression dun seal géne.
Co péne est oonadtud de 15 exons dont 5 sonc présents dans touces les fonmes de
la troponryogine. Les autres exons sont &liminés ou bien recenus alternativement au

corirs die 1'épissage.
H " H B EEmEb

&AM pré-massager - Tropomyosine alpha

musole
| | |

AR Th,,
ENEEEE 5l =

ARNm TH,,

H1
NN v
AR

HZ
[0 O
ARNM TR,

4.4. La traduction

muscle
L | | | | e
ARKNmM 'I'F.Imml

IR N -
AFHm TH

 EEEEE e

ARNm T,

&RKm TH

SRKm ThL...

fibrohlaste

Fiberes du eytosguelette
corstiuées de molécules

e tropormypoaine

La traduction est la synthése de chaines peptidiques au niveau du cytoplasme selon le message porté par

I’ARNm issu de la transcription.

4.4.1. Le systeme de correspondance : code génétique

La relation entre séquence de
nucléotides et la séquence d’acides
nécessite un systéme de
correspondance entre les  deux
langages.

I n’est pas possible de faire

correspondre un nucléotide avec un
acide aminé parce qu’il n’y a que
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quatre nucléotides pour 20 acides aminés. La correspondance entre un doublet de nucléotides avec un

seul acide aminé n’est pas non plus possible du moment qu’il n’existe que 42 = 16 doublets possibles

Il faut donc trois nucléotides pour désigner les 20 acides aminés. Le probléme est qu’il existe 4° = 64

triplets possibles. Donc, la plupart des acides aminés sont codés par plusieurs triplets ou codons.
Ce systeme de correspondance entre triplets nucléotidiques et acides aminés est appelé : code génétique.
Le code génétique présente les caractéristiques suivantes :
> |l est redondant (ou dégénéré) : certains acides aminés sont codes par plusieurs codons.
> Il est univoque : chaque codon ne code que pour un seul acide aminé.

> Il est universel : le code génétique est le méme pour tous les étres vivants (animaux, végétaux et

bactéries). Cette universalité est en faveur d'une origine commune a toutes les especes.

Il existe mathématiquement 64 triplets de nucléotides différents. Parmi les 64 codons possibles dont trois
codons ne correspondent a aucun acide aminé : ce sont des codons STOP.

La traduction se fait au niveau de petits organites cytoplasmiques appelés
ribosomes. Ce sont des particules formées de deux sous unités : la grande et
la petite. Ces ribosomes parcourent I’ARNm triplet par triplet et chaque “

triplet fait appel a un acide aminé.

4.4.2. Lesribosomes ‘
Organites hyaloplasmiques de taille voisine de 20 nm. Décrits pour la 1%
fois en 1950 sous le nom de grains de Palade (du nom de Georges Palade qui
les a découverts). lls sont soit libres, soit accolés aux membranes du

réticulum endoplasmique.

Les ribosomes sont constitués de 2 sous-unités de tailles différentes, la petite

et la grosse sous-unité qui peuvent se détacher. Ils sont constitués d’ARN ‘
(65%) et de protéines (35%).

Il 'y a des differences entre les ribosomes des procaryotes et des eucaryotes : Procaryotes: coef

sed70SEucaryotes: coef sed 80S.
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4.4.3. Déroulement de la traduction

Pendant la traduction, I’information portée par I’ARNm est traduite en une séquence précise d’acides

aminés (AA) pour constituer une protéine. C’est un processus qui se déroule au niveau des ribosomes qui

s’associent avec I’ARNm pour lire le message et lui faire correspondre les acides aminés selon le code

génetique.

La traduction fait
intervenir aussi des
ARN particuliers dits
ARNt. C’est une
molécule

monocaténaire repliée
en forme de trefle.
Elle comprend deux
sites importants : un
résidu adénine a
I’extrémité 3°  sur
lequel se fixe un acide

aminé de maniére

T¥CG loop Acceptor stem

®) = dihydrouridine
@ = inosine

® = ribothymidine G Accaptor
@ = pseudouridine

m = methyl group

Variable
loop

Anticodon loop

FOCOg, | cosen
L___MRNA__ !
tRNA. Structure secondaire tRNA. Structure tertiaire

covalente et un triplet de nucléotides particulier appelé anticodon qui peut reconnaitre et se fixer sur le

codon correspondant sur I’ARNm. L’ ARNt est donc 1’adaptateur qui associe un triplet de ’ARNm avec

’acide aminé correspondant selon le code génétique.

La synthése d’une chaine peptidique se fait en 3 étapes : I’initiation, 1’élongation et la terminaison. Le

schéma suivant résume les principaux événements :
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acide
aminé

Grande
sous-unité
ribosomale

Petite
sous-unité

Codon :
Fols ribosomale
d’initiation
Une molécule d’ARNm se fixe a la petite sous-unité La grande sous-unité ribosomale se lie & la petite
ribosomale et une molécule d’ARNt portant la sous-unité.

méthionine se fixe au codon d’initiation de ’/ARNm.

. Unedeuxiéeme molécule d’ARNt se
fixe au deuxieme codon de I’ARNm
etl’acide aminé porté par cet ARNt
se lie au premier acide aminé par
une liaison peptidique.

Facteur
de libération

La premiere molécule d’ARNt se Une troisieme molécule d’ARNL se fixe
détache du ribosome, qui avance au troisieme codon de ’ARNm et son
jusqu’au troisieme codon de acide aminé se lie au deuxiéme acide
I’ARNm. aminé. L'étape d’élongation se poursuit

jusqu‘a ce que le ribosome atteigne le
dernier codon.

Protéine
nouvellement
synthétisée

_._.)

Codon stop

Un facteur de libération se fixe au codon La protéine nouvellement synthétisée et '’ARNm sont

stop de I’ARNm.
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Chapitre 7

Les systemes de conversion de I’énergie

1. La mitochondrie
1.1. Structure
C’est un organite en forme de batonnet (1 a 4 um de longueur ; 0,3 4 0,7 um de diamétre). Il est entouré

par une double membrane :

« Une membrane externe de 60 A

d’épaisseur, formée de trois feuillets,

60% protéines/ 40% lipides

« Une membrane interne de 60 A
d’épaisseur plus riche en protéines
(80%) et imperméable a la diffusion

de H" (protons).

« Un  espace intermembranaire
d’environ 100 A de largeur sépare

les deux membranes.

La membrane interne a une surface plus
grande par rapport a ’externe. Elle forme des replis vers I’intérieur appelés crétes mitochondriales et qui
sont généralement perpendiculaires au grand axe de la mitochondrie. La surface des crétes du coté de la
matrice est tapissée de « sphéres » de 90 A de diamétre qui sont reliées a la créte par un pédoncule : il

s’agit d’ATP synthase qui catalyse la syntheése d’ATP.

L’intérieur de la mitochondrie est occupé par une substance fondamentale appelée matrice. Elle
comprend de I’eau, des sels minéraux, différentes molécules organiques et des enzymes. On distingue

aussi des granules denses de 300 A environ (accumulations de cations).

La matrice comprend aussi une molécule d’ADN de forme circulaire (ADNmt) et des mitoribosomes. La

mitochondrie synthétise certaines de ses propres protéines (environ 20%). Mais reste dépendante de
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I’ADN nucléaire pour la synthése de la plupart de ces protéines : On dit que la mitochondrie est un

organite semi-autonome.

1.2. Principale activité métabolique : la respiration cellulaire
Il s’agit d’un ensemble de réactions de dégradation de la matiere permettant a la cellule de produire de
I’énergie (ATP) avec absorption d’O> et dégagement de CO,. On peut la diviser en trois étapes qui
fonctionnent simultanément.

Premiére étape : oxydation des substrats ou cycle de Krebs

C’est un ensemble de réactions en

forme de cycle se déroulant dans la CoA [pyrqvgt_e_J 3C
o

matrice. Il est alimenté principalement

par le pyruvate ou 1’acetyl-CoA et se
déroulant au niveau de la matrice

mitochondriale.

La matiere organique subit des

v 4 NADH,H* GTP %CO/\
v 1 FADH2 NAD

GDP succmyl CoA NADH + H*

: NADH |oxaloacétate|4C  6C 7
oxydations par se font par perte d’Hz L He e | __(:lt_rate___;
(déshydrogénation) pour former des NAD+* S \

] Fer ]
NADH,H* et des FADH. tout en se { ‘malate | 4C 6C | cis-aconitate |
dégageant sous forme de COa. ,“f‘—f e *—]

umarat z .
Le bilan de l’oxydation de 1’acide Wil nncilt 4C . eC ~—-'—S»OCltr—a—t§~— NAD

. FADH, N
pyruvique et d’un Cycle de Krebs est le FAD na— 5 " _ ADH
suivant: §L£§1nat _j | a- cetoglutarate I+ H*

v 1 GTP

Deuxieme étape : chaine respiratoire

C’est une voie métabolique de déroulant au niveau de la membrane interne de la mitochondrie. Les
enzymes impliquées dans cette voie constituent trois grands complexes intégrés dans la membrane et

séparés par deux facteurs mobiles :
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nH N’

£SPACE
iINTERMEMBRANAIRE

mitochondriale

membrane [
interne

ESPACE
MATRICIEL
complexe complexe
NADH complexe b-¢4 cytochrome
déshydrogénase oxydase

Les trois complexes sont :

» Complexe NADH déshydrogénase : gros complexe formé de 22 chaines protéiques.
» Complexe cytochrome b-c 1: protéines comprenant un atome de fer ou de cuivre comme
transporteur d’électrons.

» Complexe cytochrome oxydase

La chaine respiratoire débute par la déshydrogénation du NADH,H* par le complexe NADH

déshydrogénase dans la membrane interne mitochondriale :
° NADHH" — NAD" +2H" +2¢

Les électrons seront transportés le long de la chaine respiratoire a travers les différents complexes jusqu’a
I’accepteur final qui est 1’oxygene alors que Les protons H+ sont pompés vers [’espace

intermembranaire.
2H " +2e+ %0, — H0
Troisiéme étape: formation d’ATP: phosphorylation oxydative

Lors du transport d’¢électrons a travers chacun des trois complexes enzymatiques respiratoires, une chute
importante de 1’énergie est enregistrée qui est utilisée pour le pompage de protons (H* de la matrice vers

I’espace intermembranaire.
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4
membrane

Ce transport actif de protons met en place un
gradient électrochimique de protons a travers la
membrane interne : I’espace intermembranaire est
plus concentré en H* (gradient chimique) et plus
(+) (gradient électrique) que ne 1’est la matrice qui a
une concentration moindre en protons, donc une
charge plus (-). Ce gradient favorise le retour des H*
dans la matrice a travers les canaux a protons au
niveau des sphéres (ATP synthase) liees a la

membrane interne et donnant sur la matrice.

L’ATP synthase utilise 1’énergie du flux protonique
pour synthétiser I’ATP a partir d’ADP et Pi dans la
matrice. ADP + Pi + énergie — ATP

Concentration élevée en H* H+

H+
+
w0 H> H* &
: - H* :
H* H* : L’A'_FP synthase
o utilise I'énergie

chimio-osmotique
pour produire

i

XX I PPN

Chaine i i ol

de transfert u(s\w;? o R(M’}

d’électrons LQUUS N HESE i O

Gy
ATP
Electrons Membrane synthase
du NADH
2e -
H‘?
NADH ADP + P .

ATP

. . H-I-
Faible concentration en H*

C’est la phosphorylation oxydative puisque 1’énergie provient des H> des substrats par oxydation

H*

F

1 H* nH
ATPase

SYNTHESE H*
D'ATP

ESPACE
MATRICIEL

transporteur de prqtons
transmembranaire

H* HY

H* membrane
mitochondriale
interne

H*

HYDROLYSE

ESPACE
- MATRICIEL

Fi

- —— )

(via la navette ATP)

Bilan général de la respiration

A compléter en cours
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2. Le Chloroplaste
2.1. Structure et caractéristiques
C’est un organite de forme lenticulaire de 3-10 um de diametre et 1-2 um d’épaisseur et de couleur
verte sous microscope optique a cause de sa richesse en chlorophylle.
L’ultrastructure du chloroplaste montre qu’il est
entouré de deux membranes sans pigments (60A
d’épaisseur ; protéines 60%/ lipides 40%).
La membrane interne est invaginée vers
I’intérieur pour former des thylacoides, sacs
membranaires  aplatis et clos, disposes
parallelement au grand axe du chloroplaste et
riches en pigments. Il y a 2 types de thylacoides:
v’ -thylacoides du stroma trés allongés
v’ -thylacoides des granums, petits de forme
discoide, empilés entre les thylacoides du
stroma
La membrane des thylacoides porte sur sa face
interne des-sphéres identiques a celles de la
mitochondrie du c6té du stroma (ATP synthase).

La couleur verte de ces membranes est due a la
présence de complexes de pigments intégrés appelés photosystémes.

Les thylacoides baignent dans une substance

Chloroplast
Inner ) )

envelope =+

fondamentale appelée Stroma. Elle comprend de

I’eau, des ions et différentes molécules organiques

dont des enzymes.

- e | \ J— —_'_7_,—:;”/ Tl = = 1y leoeiay il L
Le chloroplaste comprend aussi un génome (ADNct) &~ = ’:Aﬁ \ \
= ___:E—” ol I()mg'r Stroma-

et des plastoribosomes: c’est un organite ® envelope - Spome mylakol

e
thylakoids

Granal
thylakoids

semi-autonome.
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2.2. Activité métabolique du chloroplaste : la photosynthese

2.2.1. Définition de la photosynthése

La photosynthése est la syntheése de molécules organiques a partir du CO2 en utilisant la lumiere comme

source d’énergie.

2.2.2. Les pigments photosynthétiques

La photosynthése s’accompagne d’échanges gazeux : CO; est absorbé et O est dégage.

La capture de la lumiére pour la photosynthése nécessite la présence de substances colorées capables

d’absorber la lumicre appelées pigments
photosynthétiques. Il y a des pigments
principaux  représentés  par  les
Chlorophylles (a et b) et des pigments
accessoires (caroténoides et
phycobellines).|

Les chlorophylles ont un pdle hydrophile
contenant un atome de Mg et un pole
hydrophobe: le phytol (chaine carbonée a
20 C).

comprend 2 pics respectivement & 650

Leur spectre d’absorption

nm (rouge) et 450 nm (bleu).

Membrane Chlorophylle
du thylacoide i -
A %’nz CHO dans la chlorophylle b
// CH g CHz dans la chlorophylle a
7 Sl il
fns PN AN
de Hic—¢. S C} € —CHy —CH3 Partle
\c-rﬂ r‘q—c/ de la molécule
n H—c? " Ny de chlorophylle
I lumi H3c\\/C—N' ‘N—C< absorbant
i lumigre) i s la lumigre
Alledial 559
HE eIt
P | i .
CH2 H—c—c¢
| N
CH2  cmg O
c=0

Protéine

NSNS 3 —o-

Granum, site des réactions lumineuses

Stroma, site du cycle de Calvin

Chaine carbonée
de la molécule
de chlorophyile
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Les caroténoides sont des pigments liposolubles jaunes-oranges formés d’une chaine carbonée avec des

cycles aux deux extrémités. Son pic d’absorption est a 500nm (vert).

Tous ces pigments sont groupés dans des complexes appelés photosystemes : Ces derniers sont de deux

types : PSl et PSII.

2.2.3. Capture de I’énergie lumineuse : la phase claire

L’énergie lumineuse est captée par pigments photosynthétiques. L’absorption d’un photon par la

molécule provoque la délocalisation d’un électron de son orbite vers 1’orbite supérieure : on dit que la

molécule est excitée. L’énergie de 1’excitation est libérée a nouveau de trois maniéres : émission de

lumiere ou de chaleur, transfert de 1’excitation par résonnance et enfin ionisation par émission de

A donneur
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molécule, et un centre réactionnel formé de chlorophylle a qui

réalise I’ionisation considéré comme un acte photochimique. = - .

La phase claire débute par cet acte photochimique ou la  chlorophylies b
molécule de chlorophylle a perd un électron qui est transféré a

différents accepteurs selon ce qu’on appelle un schéma en Z. ~ chiorophylies a du—

La chlorophylle récupére son électron par la réaction de donneur
d’électrons

photolyse de I’eau

H,O - 2H*+2e + %0,

Le schéma en Z
permet la formation
de I’ATP la réduction
d’un NADPH:>:
I’énergie lumineuse
est transformée en
énergie chimique.

Comment se fait la
synthése de ’ATP ?
Au cours du transfert
des electrons; les

protons sont pompés

Energie des Hectrons

La décompasition
de Veau libkre

de Voxygéne

2H" + 1,05

Lumidre

Photosystéme Il

vers I’intérieur du thylacoide ce qui crée

un gradient de pH qui active I’ATP
synthase : c’est la photophosphorylation.
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2.2.4. Reéduction du CO:z : phase sombre

Cette phase a lieu dans le stroma
utilise les produits de la phase
claire sont nécessaires pour la
synthese des glucides : c’est le
cycle de Calvin.

Le CO: est intégré dans une
molécule organique par
I’enzyme la plus abondante chez
les végétaux qui est la Rubisco.
Ce CO2 est ensuite réduit grace
au NADPH2 et a I’ATP pour le

transformer en glucide.

3. Comparaison entre les deux types de phosphorylations

Voir cours
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Chapitre 8

Les systemes endoembranaires

1. . Ultrastructure

1.1. Reticulum endoplasmique
C’est un ensemble complexe de membranes
délimitant des cavités closes ou citernes et
comportant 2 faces: la face hyaloplasmique
tournée vers le cytosol.et la face luminale:
tournée vers la lumiére des citernes.
Le Reticulum endoplasmique existe sous 2
formes: : le RE rugueux ou granulaire ou
ergastoplasme qui porte des ribosomes sur sa
face hyaloplasmique (face externe) et le RE

lisse ou agranulaire (R.E.L) qui ne porte pas

de ribosomes. Il peut étre en continuité avec
le RE.R.

Les deux systemes sont en continuité.

(] réticulum endoplusmique
7 %8, granulaire en ) ﬂ}ﬂ

enveloppe . . J
nutléaice m:":“ﬂ;‘m’h’"‘ o
_pores ‘nucléain:
. 3
polysomes ; A\
Ny s

‘\‘éi‘ﬂl‘l!i de "
transition

membrane

" plasarique @ v

vésicule
evtoplasmiyme

0 o 1 Fy 1, 5

: — R tiuilon e du ‘ i
{Extrait de « Alt_n de Biologic Cellulaire » de J. C.'Rolland et A. et D. Sz&lldsi.)
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1.2. Appareil de Golgi

C’est un ensemble de
structures membranaires
appelées

Le dictyosome. se présente
sous 1’aspect d’une pile de
saccules aplatis empilés les
uns sur les autres et sont
séparés par une mince bande
de hyaloplasme de 200 A.
d’épaisseur avec des vesicules
étroitement associées. Il est
constitué de membranes lisses
(sans ribosomes) de 60 & 75 A
d’épaisseur qui délimitent des
cavités aplaties ou saccules.

L’AG

compartiments,

présente 3

contenant

espace
extracellulaire

membrane plasmique

granule de
sécrétion

exocytose

.
vésicules de zone
concentraion @@ trans
vésicules ® © W zone

périphériques médiane

saccules
golgiens

vésicules ®)
de transition &.@

réticulum endoplasmique rugueux

chacun au moins 2 saccules ou citernes :

» Un compartiment cis, tourné du cété du RER avec lequel il établit des interrelations par des

vesicules de transition. Il correspond a la face de formation ou face externe.

> Un compartiment médian qui comporte quelques saccules régulierement empilés.

> Un compartiment trans, prolongé le plus souvent par de trés nombreuses vésicules. 1l correspond

a la face de maturation ou face interne.
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2. Roles physiologiques
2.1. Métabolisme des lipides
Les membranes du réticulum possedent tout I’équipement enzymatique nécessaire pour faire de
nombreuses réactions du métabolisme des lipides.
» La biosynthese des phospholipides pour le renouvellement des membranes. La synthése se fait
par ¢élongation et désaturation a partir d’acides gras simples présents dans le hyaloplasme.
> La biosynthése des triglycérides est effectuée par le R.E.L. Par ex: des cellules situées sous la
peau (adipocytes) et dont la fonction est de stocker des lipides possedent un R.E.L abondant.
» La biosynthése du cholestérol s’effectue surtout dans les hépatocytes ou un important REL est
développé.
» La synthese des hormones stéroides a partir du cholestérol (testostérone, progestérone, cortisone)

a lieu aussi au niveau du R.E.L.

2.2. Syntheése, routage et modificatons posttraductionnelles
2.2.1. Transfert de chaines polypeptidiques dans les cavités du RE: théorie du
peptide-signal
Les ribosomes attachés aux membranes du réticulum endoplasmique synthétisent des protéines qui, au
cours de leur élongation, ne restent pas dans le hyaloplasme mais sont dirigés vers différentes autres

destinations.

Les chaines polypeptidiques transférées dans les cavités du RE sont caractérisées par 1’existence d’une

séquence hydrophobe située en début de chaine appelée séquence-signal ou peptide-signal.
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Cette séquence apparait en premier et attire une particule SRP se trouvant dans le cytoplasme.qui
se fixe sur la séquence et sur le site P du ribose bloquant ainsi provisoirement la synthése.

La SRP se fixe sur un récepteur de la particule SRP qui se trouve sur la membrane du RER et qui
permet la fixation du ribosome sur cette membrane.

Des que le complexe ribosome + particule SRP se fixent sur le récepteur de la SRP, la
séquence-signal va s’associer a des protéines de la membrane et les rapprocher les unes des autres
pour former un tunnel. Ces protéines du tunnel sont également les récepteurs spécifiques sur
lesquels vont s’attacher la grosse sous-unité, 60S du ribosome.

Au fur et a mesure que le peptide est synthétisé, il traverse le tunnel et passe dans la cavité. La
séquence-signal est alors excisée par une enzyme: la signal-peptidase (hydrolase).

Lors de la terminaison (fin de la synthése protéique), le polypeptide dépourvu de son
peptide-signal est libéré dans la cavité du R.E.R.

Le ribosome se detache de la membrane et de I’ARNm.

N’étant plus tenues par la grosse sous-unité 60S, les protéines du tunnel diffusent dans la

bicouche lipidique et se séparent les unes des autres, ce qui entraine la disparition du tunnel.

Les protéines synthétisées peuvent avoir plusieurs destinées en fonction des signaux de routage qu’ils

portent : membranes ; protéines secrétées, enzymes des lysosomes et autres.
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2.2.2. Glycosylations
Ce sont des réactions enzymatiques qui s’effectuent dans les membranes du réticulum endoplasmique.
Ces réactions, catalysées par des enzymes membranaires spécifiques appelées:les glycosyl-transférases,
consistent en 1’addition d’oligosaccharides a une protéine ou a un lipide formant une glycoprotéine ou un
glycolipide.
Elles commencent dans le R.E.R et se poursuivent dans le dictyosome ou les molécules formées (les
glycoprotéines et glycolipides) peuvent subir des modifications.

2.2.2.1.  La N-glycosylation
Au niveau du RE, une seule espéce d’oligosaccharide, constituée de N-acétylglucosamine, de mannose et
de glucose, est ajoutée a la majorité des protéines synthétisées.

L’oligosaccharide  ajout¢  [giu

oligosaccharide lie o

N | gy : hyaloplasme |
est normalement lié a un lu au dolichol P ]
o, ‘
.. . lu S
lipide membranaire, le —— (Viar] v e 7 3
Man an
dolichol. ;::‘ = Y -
e —; =y ——ghaine —_ ”,
L’addition de \é o polypeptidique \
to N -
Poli . . % % naissante (rsn) 7‘ 2
oligosaccharide se fait au Q ~ aiycosyl] j A
. ( ‘k./ transtérase \"Q ; (JQ }5
niveau du groupement & NHy 289 e\ 88
H n ) :/, /:\
amine (NH2) de ® ® A A
e ® [ lumiere du - A /L‘.}
I’ Asparagine de la protéine m N | ook | ® \(\)“”M“hrid_:/
OlIChO — yOSACC 9
synthétisée d’ou le nom de représentation

schématique

N-glycosylation.
La protéine subit une premiere modification par éliminationn de quelques motifs glucidiques avant de

quitter le réticulum puis elle peut subir des modifications similaires dans I’appareil de Golgi.

2.2.2.2.  LaO-glycosylation
Ces glycosylations s’effectuent uniquement au niveau de 1’appareil de Golgi. La protéine, synthétisée au
niveau du réticulum rugueux, recoit des glucides au niveau de ’oxygeéne de certains acides aminés
comme la lysine et la thréonine chez les animaux ou I’hydroxyproline chez les animaux. Ces
glycosylations menent soit a des protéines a faibles quantités de glucides appelées glycoprotéines ou des
protéines a fortes quantités de glucides appelées protéoglycanes.
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2.2.3. Trides protéines
Apres leur synthése, les protéines sont transférées dans les cavités du RER. Certaines peuvent rester dans
le réticulum si elles sont spécifiques. Les autres sont transportées dans les cavités de ’appareil de Golgi
par les vésicules de transition. A ce niveau, les protéines subissent beaucoup de modifications
posttraductionnelles puis elles sortent de ce compartiment par bourgeonnement de vésicules. Chaque

cellule porte un signal de routage et d’adressage qui détermine sa destination. Ces protéines ont trois

destinées possibles :

) . Reticulum endoplas-  appareil réseau membrane
» Les vésicules qui mique rugueux deogolgi @ganS-golgien plasmique e
subissent I’exocytose } lysosomes vers les
lysosomes
contribuent au protéine
/ membranaire

renouvellement de Ila

fusion
membrane a travers le ¢ membranaire
E non contrdlée
contour de la vésicule qui 3 ‘ o
= sécrétion
fusionne  avec  la consfitutive
£
membrane et apporte 3 protéine
sécrétée
une zone neuve.
> Seécrétion des protéines a pryerm
I’extérieur de la cellule. contréiée
Ces sécrétions sont de "~ signal de sécrétion
L g (fusion contrdlée)
deux catégories: des 3 : , :
g 7 vésicules de médium clathrine vésicule d'endocytose
sécrétions continues ou & ransiion recouverte de clathrine
constitutives et  des I dezy:rtgfési:es modification et tri des protéines exocytose des protéines

sécretions contrblées qui

se font suit a des signaus reaus par les cellules. Dans ce dernier cas, les vésicules sont
enveloppées de clathrine.

» Formation des lysosomes qui restent dans la cellule.
2.3. La détoxication

La membrane du réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de

réactions de détoxication des substances liposolubles et des composés dangereux produits par le
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métabolisme (drogues, medicaments et autres) Ces réactions de détoxication sont catalysées par les

cytochromes P450.

2.4. Synthése de polysaccharides et formation de la paroi squelettique.

A la fin de la télophase, des vésicules golgiennes se
positionnent a 1’équateur de la cellule et commencent et
commencent a fusionner. Leur membrane constitue des
partiee de membranes plasmiques permettant séparer les
cellules filles. Le contenu apporte les matériaux
nécessaires a a constitution de la paroi (polysaccharides
de type pectines et hémicelluloses; protéines
enzymatiques). La cellulose est par la suite formée
directement au niveau de la paroi. Ces processus

permettent la séparation des deux cellules filles.
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3. Les lysosomes
3.1. Structure
Ce sont des vésicules qui renferment un mélange d’hydrolases (enzymes digestives) formées par fusion
de vésicules golgiennes.
Ils sont associés a la digestion intracellulaire d’éléments absorbés par les cellules grace a 1’endocytose.
Ils peuvent aussi étre impliqués dans des cas beaucoup plus rares de digestion extracellulaire par
émission d’enzymes de dégradation vers I’extérieur pour dégrader des substrats et absorber des produits
de la dégradation par endocytose.
Ce sont des vésicules limitées par une membrane simple et lisse de 7,5nm d’épaisseur et 0,5 um de
diametre, parfois
plusieurs ums. Le
contenu de la lumiere,
amorphe ou granulaire,
est en général tres
hétérogene.
Les lysosomes
contiennent plus de 50
d ’enzymes: Protéases,
nucléases,

glycosidases, lipases, phosphatases... Ce sont des hydrolases, 0.05-0.5 ym

capables de dégrader la plupart des composés organiques connus,

HYDROLASES ACIDES
nucléases
protéases
glycosidases
lipases
phosphatases
sulfatases
phospholipases

| ‘pH-5 .

et dont I’activité optimale se situe a des Ph entre 6 et 8.
lls sont impliqués dans des fonctions de digestion de substrats

variés d’origine intra ou extracellulaire.

La membrane des lysosomes doit étre résistante aux enzymes
contenues dans la lumiére, afin de protéger le cytoplasme de P2

I’attaque de ces dernieres :

> Elle contient une protéine fonctionnant comme une pompe %% feor} + @
a protons ( H+) ATP dépendante. Cette pompe doit Les lysosomes.

Les hydrolases acides sont des enzymes
hydrolytiques actives dans des conditions
pH acide. acides. La lumire est maintenue a un pH
acide par une ATPase a H* dans

la membrane, qui pompe les H* dans

le lysosome.

permettre le passage des ions H+ de fagcon a maintenir un
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> Elle est plus perméable aux composés hydrophiles que la plupart des membraness cellulaires
internes.
> Elle contient de nombreuses protéines porteuses, ce qui facilite la diffusion des divers
métabolites.
> Elle doit permettre la sortie vers le cytosol des produits résultant de la digestion effectuée a
I’intérieur du lysosome,ce qui implique la présence de permeéases.
> Elle présente une capacité a résister aux attaques enzymatiques. Les mécanismes ne sont pas
encore connus, mais il semble que la membrane du lysosome soit protégée de I’intérieur par un
revétement glycoprotéique qui forme un véritable manteau protecteur.
Quand une vésicule contenant des nutriments et formée par endocytose fusionne avec un lysosome I aire,
il y a constitution d’un lysosome II aire .
3.2. Roles physiologiques
On distingue 2 types de digestion intracellulaire I’autophagie ou digestion de substrats d’origine interne

et I’hétérophagie ou digestion de substrats d’origine externe.

3.2.1. Role dans la digestion intracellulaire
3.2.1.1. L’autophagie
Elle consiste dans la digestion par les exooytose -

L] -

lysosomes, de matériel internes aux
cellules elles-mémes. Elle se caractérise
par la présence de gros lysosomes Il
aires remplis de débris d’organites et qui
sont en cours de digestion. On parle de
vacuoles autophagiques ou
autophagosomes  Elle  permet la

destruction de vieux organites et
= vésioules de transport

des hydrolases

/

endoplasmique

I’autodestruction des cellules mortes.

Elle contribue au renouvellement

constant des organites et au recyclage de '
la matiére vivante. W
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3.2.1.2.  L’hétérophagie
Elle est associée aux fonctions de nutrition et de protection contre des organismes extérieurs.
Ex: Globules blancs = macrophages spécialisés dans la défense de notre organisme.
Lorsque la bactérie est présente dans le milieu, le macrophage émet dans la direction de celle-ci des
pseudopodes(fines bandes de cytoplasme) qui I’enveloppe.
Les pseudopodes se rejoignent, et la bactérie est alors enfermée dans une vésicule d endocytose de
grande taille appelée phagosome ou vacuole de phagocytose.
Une autre étape va consister dans la rencontre de plusieurs lysosomes I aires avec le phagosome et apres
fusion membranaire, le contenu enzymatique de ces lysosomes est déchargé dans la lumiere de ce
dernier.
On obtient un phagolysosome ou lysosome llaire , au sein duquel les hydrolases acides vont digérer les
substrats absorbés ( la bactérie capturée).
Dans ce cas, les lysosomes jouent un réle dans la défense de I’organisme par digestion des corps

étrangers.
3.2.2. ROle dans la digestion extracellulaire

C’est I’émission d’enzymes de dégradation vers I’extérieur pour dégrader des substrats et absorber des

produits de la dégradation par endocytose.
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4. Les Peroxysomes
4.1. Définition et caractéristiques

Ce sont des sortes de vésicules de forme: en général
sphérique, avec un diametre allant de 0,2 a 1,5 pm. lls se
forment par l’invagination de vésicules a partir du RE
rugueux. lls sont limités par 1 seule membrane de 60A
d’épaisseur. (70 % protéines et 30 % lipides) Ils sont
dispersés dans le hyaloplasme et sont parfois associés a

d’autres organites (chloroplastes, mitochondries) ou

inclusions cytoplasmiques (globules lipidiques).

Le peroxysomes renferment une matrice granuleuse avec souvent des inclusions a structure cristalline de

nature protéique.

4.2. Fonctions des peroxysomes
4.2.1. Chez les animaux
Les peroxyysomes renferment 2 grandes familles
d’enzymes : les oxydases: qui catalysent 1’oxydation de
substrats a partir d’O2 moléculaire avec production de H2O».
Et les catalases:qui décomposent H>O> produite par les

oxydases, H20- et qui est toxique pour les cellules.

RiH2 °+02 — R1 +H202

RoH2 °+ H202 — Rz + H0

Chez les vertébrés, le catabolisme de 1’adénine et de la guanine conduit & la formation d’urée et d’acide
glyoxylique (poissons et amphibiens) et d’acide urique ( Homme et les oiseaux) les enzymes qui
catalysent ces réactions sont des flavoprotéines localisées dans la matrice des peroxysomes.

Le métabolisme des lipides ou B oxydation des acides gras se déroule dans la matrice des peroxysomes et
celle des mitochondries.
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4.2.2. Chez les végétaux
Dans les peroxysomes des graines oléagineuses en
germination, 1’acétyl-coA produit par la [-oxydation
alimente le cycle glyoxylique en se condensant avec 1’acide
oxaloacétique d ’une part et I’acide glyoxylique d *autre part

permettant la néoglucogenes (production de glucides a partir

des lipides.

Key|
1| Ribulose-1.5-bisphosphate carboxylase/ oxygenase
2| Phosphoglycolate phosphatase
3| Glycolate oxidase
4 } Glutamateglyoxylate aminotransferase

5| Glycine decarboxylase snd serine hydroxymethyl
transferase

6 Serinecglyoxylate aminotransferase
7j‘ Hydroxypyruvate reductase

8| Glycerate kinase

9| Catalase

Peroxisome

g

8 /4
Phosphoglycoly - Clycola Clyoxylate
Prphogyii = - Gl o

!
0: H0;
Clutamate
Am
HO a-Ketoglutarate
%

0z

9 &
Hydruxy- Serine I
pyruvate
m’ Glyoxylate

INADH)  Glycine

La photorespiration est une voie parasite de la photosynthese pendant le jour. Elle consomme 1’oxygéne

et dégage le CO2 (comme la respiration) mais sans production d’énergie. La photorespiration commence

dans les chloroplastes. Un produit intermédiaire est transporté des chloroplastes vers les peroxysomes

pour étre ensuite modifié chimiquement.

98



