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Le paysage epigénétique de Waddington

» Définition originelle de I'épigénétique
(Waddington, 1942).

o Les cellules des différents tissus adoptent des
phénotypes différents (formes, fonctions),
alors qu’elles ont toutes le méme génotype.

o Epigénétique : science qui étudie les
mécanismes causaux par lesquels les genes

entrainent les effets phénotypiques au cours
du développement.

o Epigénotype : complexe complet de
processus développementaux entre le
génotype et le phénotype.

= Le paysage épigénétique (Waddington, 1957)

L

Waddington, C.H. (1957). The strategy of the genes, p31.

o La bille représente une cellule non-
différenciée.

o Cette cellule peut s'engager dans différentes
voies de différenciation (vallées), qui
donneront lieu a différent types cellulaires
(foie, muscle, neurone, ...).

» Waddington, C.H. (1942). The epigenotype. 1942. Int J Epidemiol 41, 10-13.
= Waddington, C.H. (1957). The strategy of the genes. 2



Determinants de la differenciation : les facteurs de transcription

Adapté de Waddington, C.H. (1957). The strategy of the genes, p31.

- . Avant différenciation
= L'engagement initial d'une cellule dans une voie de

différenciation est déterminée par les facteurs Engagement dans une

transcriptionnels. voie de différenciation
sous l'action de facteurs

o Protéines qui se lient a I'’ADN -
transcriptionnels

o Reconnaissance de séquences spécifiques (motifs).

o Actifs dans différents tissus au cours du
développement (établissement du pattern).

o Activent ou répriment I'expression d’autres genes
(les « effecteurs » de la différenciation).
= Phénotypes
o Dans I'embryon normal, les cellules qui expriment un

facteur suivent une voie développementale Maternal
particuliere.

o Chez certains mutants de ces facteurs, les organes

Cadb—BcdF—Nos

manquent, ou se développent a des positions Gap
Incorrectes. hkb—f gt — hb—= Kr —— kni —hkb
= Au début de I'embryogenése, les facteurs
transcriptionnels établissent la topologie générale de Primary pair-rule |

I'embryon \
y eve — runt = hairy

o Axe antéro-postérieur

Secondary pair-rule l

o Axe dorso-central

o Position des membres w,]mn“) fiz [ odd
= Chez la drosophile, on a étudié en grand détail les

Segment polarity l

réseaux de régulation qui permettent d'établir
progressivement ce « plan de |'organisme ». Q%T_‘E o
= Ces réseaux résultent de
o cascades d'activations et répressions entre facteurs The seqmentaion genstic reqlatorybisrchy
transcriptionnels;

ficates a positive regulatory interaction; a line crossed at its end indicates a neg ive regulatory relationship

a interactions entre Ce”UleS par deS VOieS de Source: Carroll, 2005. From DNA to diversity (2nd edition). Blackwell Publishing.
signalisation.



Determinants de la differenciation : les facteurs de transcription

Adapté de Waddington, C.H. (1957). The strategy of the genes, p31.

= Au cours du développement, les facteurs
transcriptionnels spécifient

o l'organisation générale de I'embryon (diapo
précédente);
o |'identité segmentaire (exemples ci-dessous);
o la formation des organes et des tissus;
o la différenciation des cellules:
= Exemples
o bithorax+Ultrabithorax:

e différenciation 3¢me segment thoracique
(mutant : 2 copies du 2¢me segment
thoracique)

o Antennapedia :
® expression -> antenne (mutant -> patte)
o eyeless:
® formation de I'ceil (mutant : absence d'ceil)

o ... des centaines d'autres mutations connues.

= Tout au long de la vie de |'organisme, les facteurs
transcriptionnels interviennent également dans
|'adaptation des cellules a des modifications de

leur environnement (exemple: régulation
métabolique).

Avant différenciation

Engagement dans une
voie de différenciation
sous l'action de facteurs

transcriptionnels

Cellules différenciées

Sauvage
bx Ubx

Antp




Modifications chromatiniennes : la « mémoire cellulaire »

Adapté de Waddington, C.H. (1957). The strategy of the genes, p31.

= Méthylation de I’ADN
o Par des enzymes spécialisées (DNA
méthyltransferases, DNMT)
o Chez les mammiferes: méthylation spécifique des
cytosines suivies d'un G (dinucléotide CpG).
o Chez les insectes: pas de méthylation de I'’ADN Maintien des « choix »
o Chez les plantes: méthylation moins spécifique, au fil des divisions

mécanismes différents. cellulaires (mitoses)

= Role supposé

o Inactivation d'une copie du X chez les
femelles de mammifére

®* compensation de dose

o Inactivation des éléments transposables Structure de N, N,
(rétroviraux) DNMTH Méthylation de Hﬁl @(i
, : . : , ) la cytosine N° N

* réduction des risques de mutation par
transposition d'un élément

Cytosine methylated Cytosine

= Enzymes chez les mammiferes

o DNMT3a, DNMT3 : méthylation de novo, sur les deux
brins

Méthylation « de novo » de 'ADN

DNMT3a nC-pG—>
DNMT3b «——G-p-C,,

o DNMT1: « de maintien », méthylation des CpG sur le

nouveau brin suite a la réplication, a partir des CpG
hémi-méthylés.

Méthylation « de maintenance »

DNMT1 CTTA'CG ATA
GAAT GC,TAT
e

CTTA'CG ATA
AAT GC.TAT



https://www.rcsb.org/3d-view/3PTA/1

Redéfinition de I'épigénétique ?

Dans les années 1970 — 1990, Holliday et Briggs mettent en évidence la méthylation de
I’ADN et son réle dans |'inactivation de la chromatine.

On leur attribue la définition moderne de la régulation épigénétique : variations
phénotypiques héritables (au cours des mitoses ou entre générations) et réversibles qui ne
résultent pas d’'une modification de la séquence primaire de I’ADN.

Note: en 1990, Holliday propose d'utiliser des cultures cellulaires comme systeme

empirique — approximatif — pour étudier la répression des genes au cours du
développement. A cette époque, il se réfere a Waddington pour définir I'épigénétique.

Q

La génétique classique a révélé les mécanismes de transmission des génes de génération en
génération, mais la stratégie par laquelle les genes déploient le programme de développement
demeure obscure. L'épigénétique est I'étude des mécanismes qui régissent le contréle spatial et
temporel des activités de tous les genes requis pour le développement d'un organisme complexe,
depuis le zygote jusqu’a I'adulte. Les modifications épigénétiques dans I'activité d'un gene
peuvent étre étudiées en les mettant en relation avec la méthylation de I’ADN dans des cultures de
cellules de mammiteres. Il est également possible d’isoler et de caractériser des mutations qui
alterent 'activité de méthylase de I’ADN. Quoique ce systeme expérimental soit plutdt éloigné des
contréles épigénétiques qui agissent durant le développement, il fournit le moyen de clarifier les
regles qui gouvernent la répression des genes par la méthylation spécifique d’ADN, et leur
réactivation par la déméthylation. Ceci facilitera a son tour les études du contréle de I'expression
des génes dans les cellules des organismes en développement ou chez I'adulte.

L'origine de la définition moderne semble dater de 1994. Elle est discutée en détail dans
une correspondance publiée par la revue Science (Wu & Morris, 2001).

Q

https://science.sciencemaqg.org/content/sci/suppl/2001/08/08/293.5532.1103.DC1/WuWeb.pdf

= Holliday, R. (1990). DNA methylation and epigenetic inheritance. Philos. Trans. R. Soc. Lond., B, Biol. Sci. 326, 329-338.
= Wu Ct and Morris, J.R. (2001). Genes, genetics, and epigenetics: a correspondence. Science 293, 1103-1105. 6


https://science.sciencemag.org/content/sci/suppl/2001/08/08/293.5532.1103.DC1/WuWeb.pdf

Structure de la chromatine

Structure de la chromatine

[ ] Nucléosome chromosome

o complexe formé de 8 histones (protéines)
entourées de 2 enroulements d’ADN

télomeére

centromére

= Une extrémité de chaque histone sort du
complexe.

m Des enzymes spécialisées peuvent modifier
chimiguement certains acides aminés des queues
d'histones

o méthylation (histone methyltransférases)
o acétylaton (histone acetyl transférases, HAT)

—\ADN
double brins

o déacétylation (histone désacétylases, HDAC)

mosome fr.svg
Nucléosome
Méthyltransférase DOT1L
Une des 8 complexée avec un nucléosome
histones du
complexe Queue

d’histone
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1 8
ks

S35
i
4&‘ ‘1(,(

Meéthyltransférase



https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2a/Chromosome_fr.svg
https://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureId=1kx5&bionumber=1&jmolMode=HTML5

Le « code » des histones

Adapté de Waddington, C.H. (1957). The strategy of the genes, p31.
= Au début des années 2000, plusieurs chercheurs ont

suggéré que les différentes modifications des queues

d’histones constituaient un « code des histones ». Cette Restriction de
notion est cependant contestée. I'accessiblité de 'ADN
e ., , . . aux facteurs
o Les modifications associées aux regions actives sont o
transcriptionnels

transitoires, elles pourraient étre la conséquence de

|"activité transcriptionnelle plutdt que leur cause . .
P P 9 Maintien des « choix »

o En particulier, I'acétylation/désacétylation semble au fil des divisions
dynamique. cellulaires (mitoses)
o D’autres modifications semblent plus stables (marques
répressives).

s Mémoire cellulaire ? Les mécanismes de transmission au fil
des mitoses restent mal compris.

= Qui contrdle qui ?

o Nucléosomes = inaccessibilité de I'’ADN aux facteurs
tr. ?

o Facteurs transcriptionnels = modifications d'histones ?
o L'un des deux selon le stade et les facteurs ?

Histone | Résidu Modif Effet Localisations
H2B K5 mel activation
- H2B K5 me3 répression
H3 K122 ac activation |promoteurs préts a démarrer la transcription
H2A Ac-SGRGKQGGKARA..AVLLPKKTESHHKAKGK-COOH
1 5 19 H3 K14 ac activation |promoteurs des génes activement transcrits
2 H3 K27 ac activation |promoteurs actifs et enhancers
H3 K27 me3 répression
H2B NHy-PEPVKSAPVPKKGSKKAINK..VKYTSSK-COOH
5 12 1415 20 120(123 in yeast) H3 K27 me3 répression |régions génomiques facultativement réprimées par
o " A formation d'hétérochromatine
Me Me Me
MaP P Mo Mo Me Me H3 K36 me3 activation |corps des génes activement transcrits
I | [ I — -
H3 NHy-ARTKQTARKSTGGKAPRKQLASKAARKSA..GVKK..EFKTD.. H3 K4 mel | activation |promoteurs actifs et enhancers
234 91011 14 1718 23 262728 36 79 -
H3 K4 me2 activation
H3 K4 me3 activation
P Me Me — - - .
I I H3 K9 ac activation |promoteurs des genes activement transcrits
H4 Ac-SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGIT .. - - - — —
13 5 8 12 16 20 ) H3 K9 me3 répression |génes constitutionnellement réprimés
Current Biology
Peterson, C.L., and Laniel, M.-A. (2004). H4 K20 mel activation

Histones and histone modifications. Curr. Biol. 14, R546-551. 8
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Chapitre 5

Reprogrammation cellulaire et epigénéetique




La séparation germen - soma

Lignée germinale
= Pendant le développement embryonnaire des

mammiféres, on observe une séparation trés précoce Adapté (simplifié) d'aprés ‘ T P— R SR
H 4 H H Sasaki, H., and Matsui, Y. (2008).
des lignées germinale et somatique. Nat Rov. Gonet 6. 126140, -
H F4 H . o~ Meiosis | Sperm cell
o Lignée germinale : gameétes (ovules et e GSS@\

PGC founder

spermatozoides) et cellules qui les produisent. pec populaton

Zygote |
\

Spermatocyte S’\
o..

precursors
. P . B Spermatogonium
o Lignée somatique : toutes les autres cellules de / ™ / ) rospemacgoni /! 0TS

)

|Iembryon. @—» — —_ \\\j\ — \\ \/)\?:/\ PGCSW . \7/
. , . , . o° lon-growing
= Alafin des années 1890, August Weismann établit la - o \ oo Mil cocyte/egg /
4 H H H Fgration PGCs settled in gonad Onsetof \ \
théorie du plasma germinatif. Sex differentiaton meoss (S) ruly gownoocye (€ V)
&) W/
o . . — -
o Les lignées germinales et somatique sont Oocyte ™ | Maturation
, , . , , . ‘ B35 E6.0 £7.25 EI05 E125 ‘ 8 Y owation
séparées des le début de I'embryogenése
(« barriére de Weismann »). ’ E135 E175 Birth/prepuberty/adult ‘
o Cette séparation initiale des lignées germinales et
somatiques constitue un obstacle a la théorie de . .
Gamétogenése
Lamarck.
® |es caractéres acquis au sens de Lamarck Ovogeneése Spermatogenése
(développement par 'usage) affectent les Y —
cellules somatiques. (:/

|
® Seule la lignée germinale contribue a
I'hérédité. {
N posivid First polar n 1n
® |ls ne peuvent donc pas se transmettre a la

génération suivante.

Mare ©
o _

2n | 2n  Primary spermatocyte

, \‘Memsxs |

Secondary
spermatocyte

i /1 P

in | Spermatid

Polar bodies Spermiogenesis

Sasaki, H., and Matsui, Y. (2008). Epigenetic events in mammalian germ-cell development: reprogramming and beyond. Nat. Rev. Genet. 9, 129-140.

Spermatozoa
(sperm)


https://teachmephysiology.com/reproductive-system/embryology/gametogenesis/

Cellules souches embryonnaires

= Le zygote (ovule fécondé par un {wjnhob[a&‘fe
spermatozoide) est qualifié de totipotent,
car il a la capacité de générer toutes les
cellules d'un organisme (y compris les
tissus extra-embryonnaires).

= Les cellules souches embryonnaires (CSE)
sont des cellules prélevées sur un embryon
au stade blastocyste.

s Les CSE sont

masse .
cellulaire

interne

e, . BLasTocysTE
o Autoproliférantes: elles se reproduisent
sans |imite dans deS milieux de Cu|ture, Description: Coupe d'un blastocyste montrant le
. trophoblaste, le blastocéle et la masse cellulaire
Q Plurlpotentes: elles peuvent se interne. Dessin original de Michel Hamels.

différencier pour donner tous les types
cellulaires d'un organisme (y compris la
lignée germinale), sauf les tissus
extraembryonnaires.

= Elles offrent donc des perspectives
intéressantes pour la regénération

tissulaire, mais donnent lieu a des débats
éthiques.

11



Reprogrammation cellulaire par transfert nucléaire

Adapté de Waddington, C.H. (1957). The strategy of the genes, p31.

- DaﬂS |eS années 1960, JOhn Gurdon met au pOint Et d’Edith Heard (cours du 13 mars 2014 au collége de France)

des méthodes permettant de générer un individu Cellule
entier en clonant une cellule somatique. Dlutipolants

= Ses premiers travaux portent sur ['embryon de Transfert nucléaire
Xénope. (vers CSE ou ovocyte)

= |l transfére les noyaux de cellules somatiques
dans des cellules souches embryonnaires.

= Au début il arrive a obtenir des clones a partir de

cellules peu différenciées (blastula). Collules differencices

m En 1962, il parvient a cloner des cellules
intestinales.

w5

= Des travaux ultérieurs montrent qu’on peut ainsi
obtenir des clones a partir de quasiment tous les
types cellulaires d’'un adulte.

» Ceci démontre que les cellules somatiques
peuvent étre « reprogrammées » pour donner
une cellule totipotente.

o La différenciation est donc réversible
o Les cellules somatiques conservent toutes les
potentialités génétiques (et épigénétiques).
= Une trentaine d'année plus tard, on arrive a
cloner également des mammiféres (notamment la

brebis Dolly), par transfert nucléaire vers des
ovocytes.

= Gurdon, J.B. (1962). The developmental capacity of nuclei taken from intestinal epithelium cells of feeding tadpoles. J Embryol Exp Morphol 10,
622-640. 12



Cellules souches pluripotentes induites

Adapté de Waddington, C.H. (1957). The strategy of the genes, p31.

AU début des années 2000, Shlnya Yamanaka tente de Et d’Edith Heard (cours du 13 mars 2014 au collége de France)
reprogrammer des cellules somatiques sans transfert _ ) Celiiile
nucléaire a des cellules souches embryonnaires (CSE). Expression forcee de

pluripotente
4 facteurs

transcriptionnels
Oct4, Sox2, KLf4, (Myc)

A I"époque on avait identifié 24 facteurs transcriptionnels
exprimés dans les CSE.

Il teste différents « cocktails » de ces facteurs pour
identifier la combinaison minimale permettant de
reconstituer des cellules pluripotentes.

En 2007 il démontre qu’on peut reprogrammer des
cellules somatiques en y injectant 4 facteurs
transcriptionnels: Oct3/4, Sox2, Klf4 et Myc. Cellules différenciées

o Myc suscite des problémes (tumeurs), et on montre

ultérieurement qu’on peut le remplacer par un autre
facteur.

w5

Complexe Sox2 (jaune) — Oct4 (rouge) — ADN Complexe Kif4 - ADN Complexe c-Myc - ADN

http://www.rcsb.org/3d-view/1GT0/1 http://www.rcsb.org/3d-view/5KEA/1 https://www.rcsb.org/3d-view/1NKP/1

13


http://www.rcsb.org/3d-view/1GT0/1
http://www.rcsb.org/3d-view/5KEA/1
https://www.rcsb.org/3d-view/1NKP/1

Cellules souches pluripotentes induites

Adapté de Waddington, C.H. (1957). The strategy of the genes, p31.
Et d’Edith Heard (cours du 13 mars 2014 au collége de France)

= Des expériences ultérieures démontrent

qu’on peut également, dans certains cas, Crellule
pluripotente

reprogrammer des cellules différenciées
d'un type a une autre sans passer par le
stade pluripotent, en forcant I'expression
d'un facteur transcriptionnel particulier.

= La reprogrammation n’est cependant pas
parfaite, les cellules conservent des traces

' ' L Cellules différencié
de leur ancienne identité. elules diierenciees

Reprogrammation

Expression de facteurs
transcriptionnels
spécifiques d’un tissu

14



La reprogrammation épigenetique au cours du developpement

Lors du développement des mammiféeres, les marques épigénétiques sont effacées a deux reprises.
o Gamétogenese
o Zygote
= L'ADN est déméthylé
o Cependant certaines régions échappent a la déméthylation
o Ces régions coincident généralement avec des éléments répétés de type rétrotransposons
o Protection du génome
= Lors de la spermatogenese, les histones sont remplacées par des protamines
o Ceci permet d'empaqueter les chromosomes de facon extrémement compacte.
o Cependant, 10-15% des genes restent protégés par des histones.

= Les facteurs cytoplasmiques (notamment facteurs transcriptionnels) sont transmis a la descendance par
la voie maternelle, mais pas par le spermatozoide.

= Transmission de petits ARN ?
Chromating-protamine

Déméthylation de I’ADN au cours du développement EFF

FERTILIZATION BIRTH

-1 .
oo Somatic

tissues

=

Gametes

(J

75

25

% CpG methylation
T
3

0 00e

Balhorn, R. (2007). The protamine family of sperm nuclear
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|
1

Ovullation
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= Balhorn, R. (2007). The protamine family of sperm nuclear proteins. Genome Biol. 8, 227. 15



Evénements epigenétiques dans la lignee germinale

Sasaki, H., and Matsui, Y. (2008). L i
Nat. Rev. Genet. 9, 129-140. F’aterna'l Control of meiosis Histone—
Imprinting protamine
MSCI exchange
Germ-cell specification E13.5 Birth/prepuberty/adult
Repression and activation
of germ-cell-specific genes
Suppression of somatic genes E > E Transposon
repression

Sperm cell

PGC founder
PGC population
precursors
) Spermatogonium
Prospermatogonium
o
@ ‘48 PGCs
— — — \) —
\Qoo - @ 0 Non-growing
\ oocyte MIl cocyte/egg /
Migration
8 PGCs settled in gonad Onset of
Sex differentiation meIosis Fully grown oocyte
Ooqfct; Maturation
E3.5 E6.0 E7.25 E10.5 E12.5 grow Ovulation
Genome-wide )
: Imprint erasure
R OSraMIMINE E13.5 E17.5 Birth/prepuberty/adult
X-chromosome reactivation
Maternal Genome-wide
imprinting deacetylation
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