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[) Introduction a la biologie cellulaire




A) Intro

JEssor de I'observation

2 postulats fondamentaux :

1°La cellule est I'unité fonctionnelle

structurale de base des étres vi

preexistante



B) Theéorie cellulaire

* Composition cellule vivante :
« 70 9% H20 le reste=ions, ADN, A
e 10214 cellules 107 15bacteéri



Cette composition amene a une distinction :
Vivant/Inerte

Sélectivité
Catalyse

Interactions moléculai




C) Organisation cellulaire

Capsule \ ‘;‘Q}
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Organisation d’une cellule eucaryote :
Noyau :

- lieu de conservation de '’ADN
- entouré d’'une double membrane

pores nucléaires

\‘\ -
“lchromatine

membrane interne|” -~
et externe |~




Le cytosol :

-liquide dans lequel baignent les organites

-siege de la plupart des reactions

-Pas un organite



Membrane plasmique

* Bicouche de phospholipide

* Deux feuillets : hydrophile a I'ext et
hydrophobe a l 1nter1eur de CeuX-Cl
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Enveloppe nucléaire

* Double bicouche lipidique (different de la
MB plasmique)

* En continuité avec le RE

Membrane

nucléaire

externe
Membrane
nucléaire Membrane du R.E.
interne

Lamina nucléaire

Pore
nucléaire




Systeme endo-membranaire

* Ensemble de cavités delimités par une
membrane

 Communique entres elle par



Le reticulum endoplasmique

RE rugueux ¢ RE lisse

RE lisse RE rugueux

« Pas couverte des « Couverte des ribosomes,
ribosomes alors il aide avec la

- Site de la synthése des synthese des protéines
phospholi;' ' Enveloppe nucléaire




LLappareil de golgi

* Un seul par cellule

* Responsable de la formation de vésicules et
les envoi au differents endroit de la cellule




Endosome

* Capture les molécules de I'extérieur de la
cellule

* Role nourricier



Lysosome

Lieu de dégradation de moléecules
complexes




Organites isolés

* Peroxysome:
Lieu de détoxification de la cellule

Presence de nombreuse enzymes
hydrolytiques (peroxydase)

Anatomy of the Peroxisome
Plas R,
Memb ah
/ WA,

aaaaaaa

aaaaaaaaaaa
Figure 1 Crystalline
Core
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itochondri
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-Plusieurs par cellule
-3 groupes cellulaire

tre commun LUCA
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un anceé
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energie

-Principale lieu de cr




Evolution cellulaire

Eubacteries (= bactéries=procaryote)

Archaebactéries (se rapproche des
sont des bactéries extrémophi

Eucaryotes



Théorie de I'’endosymbionte




Evolution moléculaire

MONDE ARN (nbozyme)

Par traduction {invention des prot) ‘

‘ Monde RNP (ARN polymerase) \

Par transcription inverse (invention de 'ADN)

Monde ADN (ADN polymérase)




hase G1
hase S
hase G2

J v U T

hase M

c) Cycle cellulaire




Programmation cellulaire

Division
Différenciation
Motilité
Quiescence
Sénescence

Mort : apoptose ou nécr




D) Cellules souches et homeostasie

e Cellules souches:
-non différenciée
-capable de se diviser

-auto-renouvellement/

-se différencie a la
demande



Types de cellules souches :

Cellule totipotente

Cellule
pluripotente

Cellule
multipotente

Cellule unipoten



Cellules souches embryonnaires

ADN retiré d'un ovocyte

Pluripotente

Presente au stade O
de blastocyste

d'une patiente diabétique
pe 1

Pas de rejet - gl
Probleme éthique
et physique
(tumeur)

Différenciation en cellules
pancréatiques productrices
d'insuline

Cellules souches embryonnaires




Cellules souche pluripotente induite

* Pr Yamanaka
* Pas de rejet
* Pas besoin d’embryon !!

Addition (induction) de geénes pluripotents Cellules souches
pluripotentes
induites

Culture cellulaire

ey — u

Celule somatique




Homeéostasie

* Capacite d'un organisme vivant a revenir a
un état originel apres une perturbation

* Ex: glycémie ou nombre de cellules
* Catastrophique en cas de défailla



[1) Méthode d’étude de la cellule




A) Introduction

3 types de micro :
Optique, électronique et atomique
3 résolutions différentes

Résolution : capacité de disti
objets cOte a cote.




B) Microscopie optique

Microscopie optique conventionnelle
Microscopie a contraste de phase
Microscopie a fluoresence
Microscopie confocale
Résolution : 0.2mm a 200nm




Microscopie optique conventionnelle

* Observation lumiere directe

* (Eil observe I'image agrandie

 Nécessité de fixer I'’échantillo
échantillon mou)



Microscopie a contraste de phase

Utilisation des propriete de réfraction de
I’échantillon

* Amplification du déphasage

possibilite de time lapse

 Pas de fixation

ONDES EN
PHASE

DEPHASEES




Microscopie a fluorescence

* Observation indirecte via des fluorochromes

» Excitation des molécules grace a des
longueurs d'ondes spécifiques

filtre
d'excitation

miroir

dichroique

——achantillon




Microscopie confocale

* Technique de microscopie a fluorescence
* Permet une etude tridimensionnelle

* Sélection du plan de focalisation, diminution
du bruit, permet image 3D

Détecteur

\ \v;;>
\ miroir dichroique

= /N
objectif /
i

point focal =

4
L1







C) Fluorescence

* Principe:
- Molécule fluorescente capable d’absorber de
I’énergie (lumiere d’'excitation) et de la

restituer rapidement (lumiere d’emissia

- Permet d’'observer des molécules sr



Différents fluorochromes

 GFP :absorbe dans le bleu, émet dans le vert
* Propriete fluorescente intrinseque

* S’exprime dans n'importe quelle cellule



 Fluorescéine : absorbe dans le bleu, émet
dans le vert

e Rhodamine : absorbe dansle
dans le



Comment introduire des molécules
fluorescentes dans la cellule ?

* 1) la microinjection :

-Injection avec une micropipette du
fluorochrome

-Injection cellule par cellule, peu utilise




2) électroporation :

Choc électrique qui crée de micro pores
transitoires

-traitement de plusieurs cellules
Peu physiologique, peu utilis



3) vectorisation par vésicule

On met les cellules en présence de
fluorochromes

par fusion les vésicules franchisse
plasmique

Méthode la plus douce et
soit !




RAPPEL

ADN (double brin)

Transcription de 'ADN en ARN grace a 'AR
polymerase

Traduction de 'ARN en plusieurs Aci
Aminés qui forment la protéine
correspondante

Protéine rejoint sa positi
son role



* 4) Expression d’'un gene codant pour la
protéine d'intéret

-connaissance du gene codant pour la protéine
d'intéret

-greffe de la sequence de la GFP (par exe
obtention d’'un gene hybride GFP-

-transfection de ce gene dans la

-transcription, traduction et
prot hybride




Démontrer vs Suggérer

 Démontrer = aucune autre possibilités

possibles (rare en milieu expérimental
#biocell)

* Suggerer= tout laisse supposer
I'on affirme est vrai mais pa



Etude de la localisation cellulaire d’une protéine X
Pﬁi"‘°"‘£ug
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| La fluorescence est membranaire : suggestion forte que la protéine X est membranaire I




Application a la fluorescence

FRET

FRAT

FLIP

FISH

Immunofluorescence indire

Fluorescence induite



FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfert)

* Permet]’étude des interactions
moléculaires via un transfert d’'energie non
radiatif

* Principe : on greffe des fluorochromes au
molécules que I'on veut etudier. Il faut

- le spectre d’émission du donneur
le spectre d’absorption du rec

-les moleéecules soient espac
nm




FRET intermoléculaire

Absorption Emission Absorption

% e

‘| CFP -6".'.\" YEP

After FRET




FRET intramoléculaire

* Exemple de la sonde cameléon :

-Permet de mesurer le taux de calcium

-Modification du taux de calcium= ch
conformation moléculaire

-Deux extrémités de la sonde
rapprochent quand le t
augmente



Principe :

* On greffe deux fluorochromes a chaque
extremités

 Si calcium augmente, transfert de lumiere
sinon pas de transfert

* Fluorescence sera proportionnelle au taux
de calcium




FRAP

Technique basée sur le photoblanchiment
de la cellule

On irradie un point précis de la cellule
(I'irradiation de la fluorescence est
irréversible)

Puis on observe le retour de

Permet I'observation du
molécules fluoresce
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FLIP

* Onirradie un point de la cellule en continu
* On observe la disparition de la fluorescence




Fluorescence induite

* Rappel : un colorant devient fluorescent
lorsqu’il se fixe a sa moléecule d’intérét.

* Deux colorants:

-Hoechst et dapi : se fixe specifiquem
les bases AetT

-Les intercalants : se fixe non



Immunofluorescence indirecte

* Définition :
-Protéine joue le role dAG

-Utilisation d’AC monoclonaux

-Anticorps primaires : reconnaissent
-Anticorps secondaires : reconnai
'anticorps primaire, recon
primaire




Explication

_protéine cible

Anticorps primaire
de lapin

dirigé contre la
protéine cible

Anticorps
secondaire de
cheval couplé ala
GFP et dirige
contre le fragment
constant de
I'anticorps primaire




Attention

* L'anticorps primaire et secondaire doivent
appartenir a deux especes animales
difféerentes

* Pour étudier conjointement de
differentes on utilise deux
differents



QCM

* Vous voulez étudier une prot X et une prot Y. On utilise des Ac de
chevaux contre X et des Ac de gazelle contre Y. Quels Ac secondaires
permettent I'étude conjointe de X et Y ?

A) Des Ac de chimpanzé anti immunoglobuline de chevaux couplés a la
GFP et des Ac de Panda anti immunoglobuline de gazelle couplés a la
fluorescéine.

B) Des Ac de chimpanzé anti immunoglobuline de chimpanzé co
la GFP et des Ac de Panda anti immunoglobuline de gazelle
la fluorescéine

C) Des Ac de chimpanze anti immunoglobuline de che
GFP et des Ac de Panda anti immunoglobuline de
rhodamine

D) Des Ac de thug (drole de zebre d’ailleurs)
chevaux couplés a la GFP et des Acde b
de gazelle couplés a la fluorescéine

Bonne réponse : C)




Immunofluorescence directe

 Utilisation d’Ac primaires directement

couplés a un fluorochrome contre la prot
d'intéret

* Défaut: moins de précision par
augmentation du bruit de f



FISH (Filet-0)

Technique d’hybridation in situ d’acides
nucléique (DNA)

Permet d’'étudier la localisation d'un ge
Permet une étude chromosomique

Permet de faire de jolies caryot
(avantage principal évidem




Principe :

Dénaturation de 'ADN

Ajout de la sonde fluorescente

Hybridation specifique

Révélation




FISH bis

* Plus la sonde est longue plus elle sera
spécifique du gene

* Possibilité d’étudier des ARN mais pas
dénaturation vu que les ARN sont si
brin

* Fish ne permet pas d’études
dénaturation de 'ADN



D) Microscopie electronique

* Reésolution: 200 a 0.2 nm (meilleur que
I'optique)

* Permet I'observation des organelles et
molécules

 Utilisation d’e- et plus de photo



Préparation d’'un echantillon en ME

Fixation

Déshydratation (perte d'information de la
physiologie de la cellule)

Mise en résine de I’'échantillon
Agent de contraste




2 types de ME

* Microscopie électronique a transmission

* Microscopie électronique a bala



ME a transmission

Utilisation d'un faisceau d’électrons qui
traverse I’échantillon

On regarde ce qui passe

Plus une structure est dense aux éle
plus elle apparaitra fonce

Permet de bien voir les cont
cellule et des organites



Plusieurs technique de MET

* 1) marquage al’or

Greffe d'une bille d’or a un AC qui est dirige
contre la prot

Amplification du signal (or est dense aux
électrons)




* 2) Ombrage

-étude de la surface de I’échantillon

-systeme sous vide

-réeplique en métal de la surface de I'échantillon

-Dissolution de I’échantillon est observation de la
replique

-Visualisation indirecte




* 3) Cryomicroscopie

— Limite la dénaturation

Principe :

-congelation

-fracturation de I’echantillon da
de moindre résistance (M

-decapage et vaporisati
observation de la
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Microscopie a balayage

On regarde ce qui est reflechi

Electrons sont réfléchit par I’'echantillo

Recueil d’électrons secondair

Moins bonne résoluti




E) Microscopie a force atomique

Image directe de I’échantillon
Mesure des volume

Echantillons non fixés

Balayage de I'échantillon avec une
tres fine

Utilisable en phase liquide
Résolution supérieure



mouvement de
la pointe

courant electnque
par effet tunnel

mouvement
de balayage



Question ?




