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Autorenouvellement: Multiplication à l’infinie 
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Pluripotence: Capacité de différenciation 
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  Intérêts	
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  de	
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  remplacement	
  cellulaire	
  

	
  Clonage	
  thérapeu0que	
  



• 	
  Recherche fondamentale:  
  Modèles d’étude des grandes fonctions physiologiques 
  (reproduction, lactation, photopériodisme, croissance musculaire) 

 
•  Recherche médicale: 

  Animaux modèles de maladies humaines 
  (athérosclérose, tuberculose, arrhythmie, obésité, infection virale…) 

 
•  Industrie: 

  Bioréacteurs pour la production de molécules pharmacologiques dans le lait  

Intérêts des cellules souches pluripotentes:  
Animaux d’intérêt agronomique 198/07/Tuesday 16h51les lapins de races moyennes
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Ø 	
  Modifica=ons	
  post-­‐traduc=onnelles	
  absentes	
  chez	
  les	
  levures	
  et	
  bactéries.	
  

Ø 	
  Moins	
  coûteux	
  qu’une	
  produc=on	
  in	
  vitro	
  .	
  
	
  
	
  

Espèce	
   Temps	
  de	
  
gesta@on	
  
(mois)	
  

Matura@on	
  
(mois)	
  

Volume	
  de	
  lait	
  
par	
  lacta@on	
  

(Litre)	
  

Temps	
  entre	
  la	
  
microinjec@on	
  

	
  et	
  la	
  produc@on	
  de	
  lait	
  
(mois)	
  

Produc@on	
  de	
  
protéines	
  

recombinantes	
  
	
  (Kg/an)	
  

Frac@on	
  de	
  
protéines	
  

	
  (%)	
  

Souris	
   0.75	
   1	
   0.0015	
   3-­‐6	
   -­‐	
   -­‐	
  

Lapin	
   1	
   5-­‐6	
   1-­‐1.5	
   7-­‐8	
   1	
   14	
  

Porc	
   4	
   7-­‐8	
   200-­‐400	
   15-­‐16	
   100	
   6	
  

Mouton	
   5	
   6-­‐8	
   200-­‐400	
   16-­‐18	
   100	
   7	
  

Chèvre	
   5	
   6-­‐8	
   600-­‐800	
   16-­‐18	
   100	
   6	
  

Vache	
   9	
   15	
   8000	
   30-­‐33	
   1000	
   3	
  

Différences	
  entre	
  les	
  espèces	
  d’intérêt	
  agronomique	
  (Fan	
  &	
  Watanabe,	
  Pharmacology	
  &	
  Therapeu0cs,	
  2003)	
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Caractérisation des cellules souches pluripotentes 

ü 	
  Morphologie	
  et	
  vitesse	
  de	
  proliféra0on	
  

ü 	
  Expression	
  des	
  gènes	
  de	
  pluripotence	
  

ü Expression	
  de	
  marqueurs	
  de	
  surface	
  spécifiques	
  

ü 	
  Ac0vités	
  enzyma0ques:	
  Phosphatase	
  Alcaline	
  et	
  Télomérase	
  

ü 	
  Pluripotence	
  in	
  vitro:	
  Corps	
  embryoïdes	
  

ü Pluripotence	
  in	
  vivo:	
  Induc0on	
  de	
  tératome	
  

ü 	
  Caryotype	
  normal	
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Cellules	
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Cellules	
  souches	
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ou	
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Cellules	
  souches	
  
pluripotentes	
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  naïf)	
  

Etats naïf et amorcé de pluripotence chez les rongeurs 



Cellules	
  ES	
  (état	
  naïf)	
  
«	
  LIF/BMP4	
  dépendantes	
  »	
  

-­‐ 	
  Expression	
  de	
  gènes	
  	
  
caractéris@ques	
  de	
  l’ICM	
  
(Klf2,	
  Klf4,	
  Nanog)	
  
-­‐ 	
  2	
  chromosomes	
  X	
  ac@fs	
  
	
  

	
  

DIFFERENCIATION	
  
Inhibi@on	
  de	
  la	
  signalisa@on	
  LIF/Stat3	
  	
  
Ac@va@on	
  de	
  la	
  signalisa@on	
  FGF2	
  
Ac@va@on	
  de	
  la	
  signalisa@on	
  ac@vin	
  

REVERSION	
  
Ac@va@on	
  de	
  la	
  signalisa@on	
  LIF	
  	
  
Inhib@on	
  de	
  la	
  signalisa@on	
  FGF2	
  
Inhibi@on	
  de	
  la	
  signalisa@on	
  ac@vin	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  +	
  
Inhibi@on	
  des	
  voies	
  de	
  différencia@on	
  
Surexpression	
  de	
  facteurs	
  de	
  
pluripotence	
  spécifiques	
  de	
  l’état	
  naïf	
  
(Klf2,	
  Klf4,	
  Nanog)	
  

implanta@on	
  

Inac@va@on	
  du	
  2nd	
  chrom.	
  X	
  

Cellules	
  EpiSC	
  (état	
  amorcé)	
  
«	
  FGF2/ac@vin	
  dépendantes	
  »	
  

-­‐ 	
  Expression	
  de	
  gènes	
  caractéris@ques	
  de	
  
l’épiblaste	
  de	
  l’embryon	
  post-­‐implantatoire	
  
-­‐ 	
  Inac@va@on	
  de	
  l’un	
  des	
  chromosomes	
  X	
  

Etats naïf et amorcé de pluripotence: 
différenciation et réversion 
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de	
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  post-­‐implantatoire	
  

-­‐ 	
  Inac@va@on	
  de	
  l’un	
  des	
  chromosomes	
  X	
  
	
  
	
  
	
  

Etat de pluripotence des cellules ES non murines 
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Les cellules ES et iPS non murines sont des cellules amorcées 
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BMP4	
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  RAT	
  
(cellules	
  ES	
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FGF2	
  
ac@vin	
  

LAPIN,	
  SINGE,	
  HOMME	
  
(cellules	
  amorcées)	
  

Cellules	
  souches	
  naïves	
  ?	
  
Cellules	
  souches	
  amorcées	
  ?	
  

Etat de pluripotence des cellules de l’ICM? 



ICM	
  

"ground	
  state"	
  
tabula	
  rasa	
  

Etat	
  fondamental	
  
	
  

Croissance	
  autonome	
  
non	
  dépendante	
  des	
  MAPK	
  

	
  	
  

ICM	
  

ES	
  

Etat	
  naïf	
  
	
  	
  "naive	
  state"	
  

	
  
	
  

Signalisa@on	
  LIF/BMP4	
  
non	
  dépendante	
  des	
  MAPK	
  

	
  	
  

Souris	
  

Homme	
  
Singe	
  
lapin	
  

EpiSC	
  

Etat	
  amorcé	
  
	
  "primed	
  state"	
  

	
  
	
  

Signalisa@on	
  FGF2/ac@vin	
  
dépendante	
  des	
  MAPK	
  

	
  
	
  	
  

"ES"	
  

?	
  

La pluripotence dans tous ses états 



Capacité à 
coloniser l’embryon 
après micro-injection dans un blastocyste 
 

Cellules ES  
Homme, rhesus, lapin 

amorcées 
(FGF2 + Activine-Smad) 

Transgénèse et cellules amorcées 

Blastocyste 
(E3.5) 

Cellules ES de souris 
naïves 

 (LIF-Stat3) 
 

Rex1+, Stella+, Klf2+, Klf4+ 

Cellules iPS de souris 
naïves 

 (LIF-Stat3) 
 

Rex1+, Stella+, Klf2+, Klf4+ 

EpiSC de souris 
amorcées 

(FGF2 + Activine-Smad) 
 

Fgf5+, Tbra+, Sox17+ 

Ovocylindre 
(E6.5) implantation 

Cellules iPS 
Homme, rhesus, lapin 

amorcées 
(FGF2 + Activine-Smad) 



Capacité à 
coloniser l’embryon 
après micro-injection dans un blastocyste 
 

Cellules ES 
Homme 

amorcées 
(FGF2 + Activine-Smad) 

Cellules rES de souris 
naïves 

 (LIF-Stat3) 
 

Rex1+, Stella+, Klf2+, Klf4+ 

Réversion des cellules amorcées vers un état naïf 

EpiSC de souris 
amorcées 

(FGF2 + Activine-Smad) 
 

Fgf5+, Tbra+, Sox17+ Réversion génétique à l’aide de gènes de 
pluripotence (Klf4, Nanog) 

+ inhibiteurs des voies de différenciation 

+ LIF 

Cellules rES 
Homme 
 naïves 

(LIF-Stat3) 

+ LIF 
Réversion génétique à l’aide de gènes de 

pluripotence (Klf4, Klf2, Oct4) 
+ inhibiteurs des voies de différenciation 



Cellules ES et iPS 
Lapin 

amorcées 
(FGF2 + Activine-Smad) 

Capacité à 
coloniser l’embryon 
après micro-injection dans un blastocyste 
 

Cellules rES de souris 
naïves 

 (LIF-Stat3) 
 

Rex1+, Stella+, Klf2+, Klf4+ 

Réversion des cellules souches pluripotentes de lapin 

Réversion génétique à l’aide de gènes de 
pluripotence (Klf4, Nanog) 

+ inhibiteurs des voies de différenciation 
 

+ LIF 

Cellules ES et iPS 
Lapin 
 naïves 

(LIF-Stat3) 

EpiSC de souris 
amorcées 

(FGF2 + Activine-Smad) 
 

Fgf5+, Tbra+, Sox17+ 



Les cellules souches pluripotentes 

ü 	
  Défini0on	
  et	
  propriétés	
  des	
  cellules	
  souches	
  pluripotentes:	
  

	
  Autorenouvellement,	
  Différencia0on	
  et	
  Tumorigénèse	
  

	
  Reprogramma0on	
  et	
  Transdifférencia0on	
  

ü 	
  Intérêts	
  de	
  ces	
  cellules	
  chez	
  la	
  souris:	
  	
  

	
  Techniques	
  de	
  Transgénèse	
  

	
  Différents	
  types	
  de	
  cellules	
  souches	
  pluripotentes	
  

ü 	
  Intérêts	
  de	
  ces	
  cellules	
  chez	
  les	
  animaux	
  d’élevage:	
  

	
  Techniques	
  de	
  dériva0on	
  des	
  cellules	
  ES	
  et	
  iPS	
  

	
  Les	
  différents	
  états	
  de	
  pluripotence	
  

ü 	
  Intérêts	
  de	
  ces	
  cellules	
  chez	
  l’Homme:	
  

	
  Thérapie	
  par	
  remplacement	
  cellulaire	
  

	
  Clonage	
  thérapeu0que	
  



Cellules	
  Souches	
  Pluripotentes	
  

Tests	
  de	
  
toxicité	
  

Etude	
  de	
  la	
  
différencia@on	
  in	
  vitro	
  

Études	
  des	
  
gènes	
  

impliqués	
  
dans	
  les	
  
maladies	
  

In	
  vitro	
  

Intérêts des cellules souches pluripotentes:  
Homme 

Thérapie	
  cellulaire	
  
par	
  	
  

transplanta@on	
  

In	
  vivo	
  

Pa@ent	
  



Cellules	
  ES	
  

Greffe	
  
hétérologue	
  

Embryon	
  

Neurones	
  dopaminergiques	
  

Dériva7on	
  

différencia7on	
  

Pa@ent	
  

Utilisation des cellules ES: greffes hétérologues 



NT-­‐ES	
  cells	
   Neurones	
  dopaminergiques	
  

Pa@ent	
  

Ovocyte	
  

Ovocyte	
  
énuclé	
  

Injec@on	
  du	
  
noyau	
  

soma@que	
  

Embryon	
  4-­‐cellules	
  blastocyste	
  

Utilisation des cellules ntES: 
clonage thérapeutique 

Greffe	
  
autologue	
  



Cellules	
  iPS	
  

Greffe	
  
autologue	
  

Neurones	
  dopaminergiques	
  

Reprogramma7on	
  

différencia7on	
  

Pa@ent	
  

Utilisation des cellules iPS: greffes autologues 



Exemple d’utilisation des cellules iPS:  
SMA (Spinal Muscular Atrophy)  

dégénérescence des neurones moteurs dues à une mutation du gène SMN 

Modélisa0on	
  	
  
cellulaire	
  

Thérapie	
  
cellulaire	
  
et	
  génique	
  



Hanna	
  et	
  al.,	
  2007,	
  Science,	
  318:1879-­‐80.	
  

Modèle de thérapie cellulaire et génique 
β-­‐Thalassémie	
  



Les avancées récentes dans le monde des ESCs 

Forma=on	
  in	
  vitro	
  de	
  ré=nes	
  
è	
  Premier	
  essais	
  clinique	
  



Les avancées récentes dans le monde des ESCs 

Différen=a=on	
  in	
  vitro	
  de	
  spermatozoïdes	
  et	
  d’ovocytes	
  	
  
è	
  applica=on	
  en	
  reproduc=on	
  humaine	
  



Modèle de thérapie cellulaire chez le singe parkinsonien 

Différencia=on	
  en	
  
neurones	
  

dopaminergiques	
  

Sélec=on	
  

Injec=on	
  de	
  MPTP	
  

Evalua=on	
  des	
  symptômes	
  

Evalua=on	
  
de	
  l’effet	
  
de	
  la	
  greffe	
  



Conclusion 

Cellules	
  souches	
  pluripotentes	
  
=	
  

Puissants	
  ou7ls	
  biotechnologiques	
  
Enormes	
  espoirs	
  thérapeu7ques	
  

?	
  
Obten7on	
  de	
  cellules	
  naïves	
  chez	
  des	
  espèces	
  non	
  murines	
  
Maîtrise	
  des	
  processus	
  de	
  différencia7on	
  et	
  de	
  sélec7on	
  

Contrôle	
  des	
  mécanismes	
  de	
  reprogramma7on	
  
	
  

Merci 
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2001	
  :	
  Séquençage	
  complet	
  du	
  génome	
  humain,	
  les	
  secrets	
  de	
  
l’héritabilité	
  dévoilés	
  	
  ….	
  	
  

	
   	
   	
  	
  

……	
  mais	
  l’accès	
  à	
  l’informa=on	
  géné=que	
  seule	
  
ne	
  permet	
  pas	
  de	
  comprendre	
  l’ensemble	
  des	
  
caractères	
  individuels	
  observables	
  et	
  les	
  
maladies.	
  	
  

NATURE	
  VOL	
  409	
  |	
  15	
  FEBRUARY	
  2001	
  |	
  

«	
  Régula@ons	
  épigéné@ques	
  de	
  l’expression	
  des	
  gènes	
  »	
  	
  

2007	
  :	
  ENCODE	
  …	
  



Modifica@ons	
  épigéné@ques	
  

	
  Modifica=ons	
  transmissibles	
  et	
  réversibles	
  de	
  
l’expression	
  des	
  gènes	
  qui	
  ne	
  s’accompagnent	
  pas	
  de	
  
modifica=on	
  de	
  la	
  séquence	
  d’ADN	
  et	
  qui	
  sont	
  
transmissible	
  d’une	
  cellule	
  mère	
  à	
  une	
  cellule	
  fille	
  .	
  	
  
Wolff	
  et	
  al.,	
  1998	
  

Zygote	
  

Qu’est	
  ce	
  que	
  l’épigéné@sme	
  ?	
  	
  



	
   	
  Cancers	
  :	
  	
  colon,	
  ovaire,	
  foie	
  …	
  

	
   	
  Syndromes	
  :	
  Beckwith-­‐Wiedman,	
  Prader	
  Willi,	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
	
   	
  Angelman	
  et	
  Silver	
  Russel	
  

Maladies	
  métaboliques	
  :	
  ostéodystrophie,	
  
diabètes	
  etc…	
  

Maladies	
  psychiques	
  :	
  au=sme….	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
Pathologies	
  associées	
  à	
  des	
  anomalies	
  épigéné@ques	
  chez	
  l’homme	
  :	
  
	
  

A.  macroglossie	
  (89%)	
  	
  
B.  hernie	
  ombilicale	
  	
  (78%)	
  

Beckwith-­‐Wiedman	
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Modifica=on	
  de	
  la	
  structure	
  de	
  la	
  chroma=ne	
  

Modifica=ons	
  épigéné=ques	
  

Euchroma=ne	
  
ac=ve	
  	
  

Hétérochroma=ne	
  
non	
  ac=ve	
  

Les	
  fonc@ons	
  du	
  génome	
  dépendent	
  de	
  la	
  structure	
  de	
  la	
  chroma@ne.	
  	
  

Régula@on	
  de	
  l’expression	
  des	
  gènes	
  



www.ensembl.org	
  

Génome	
  humain	
  :	
  28	
  000	
  gènes	
  
1%	
  du	
  génome	
  codant.	
  

Chr	
  18	
  78,077,248	
  pb	
  
290	
  séquences	
  codantes	
  

Chr	
  19	
  59,128,983	
  pb	
  
960	
  séquences	
  codantes	
  

Chr.	
  19	
  =	
  rouge	
  
Chr.	
  18	
  =	
  Vert	
  

Noyau	
  d’un	
  lymphocyte	
  humain	
  /	
  FISH	
  

Les	
  chromosomes	
  riches	
  en	
  gènes	
  
(chr.19)	
  se	
  localisent	
  dans	
  la	
  
région	
  centrale	
  du	
  noyau.	
  	
  
Tanabe	
  et	
  al,	
  2002	
  Muta=on	
  Research	
  

La	
  chroma@ne	
  est	
  organisée	
  en	
  domaines	
  dans	
  les	
  cellules	
  différenciées	
  



A	
  quel	
  moment	
  dans	
  le	
  développement	
  se	
  met	
  en	
  place	
  
l’organisa@on	
  des	
  chromosomes	
  en	
  domaines	
  ?	
  

Bovin	
  
Lapin	
  

Lien	
  entre	
  la	
  structure	
  de	
  la	
  chroma=ne	
  et	
  la	
  transcrip=on	
  	
  du	
  génome	
  
L’organisa=on	
  de	
  la	
  chroma=ne	
  change	
  en	
  fonc=on	
  du	
  type	
  cellulaire	
  	
  

Ac=va=on	
  du	
  génome	
  du	
  zygote	
  

Transcrits	
  
maternels	
  



La	
  chroma=ne	
  

Un	
  nucléosome:	
  
Octamère	
  d’Histones	
  

Microenvironnement	
  

Importance	
  du	
  contexte	
  chroma@nien	
  dans	
  la	
  régula@on	
  de	
  
l’expression	
  des	
  gènes.	
  	
  

Boucles	
  de	
  100	
  kb	
  
à	
  2Mbases	
  

145pb	
  200pb	
  



Cellules	
  
1	
  –	
  inducteurs	
  
Contacts	
  cellule	
  /	
  cellule	
  
Hormones,	
  perturbateurs	
  endocriniens	
  

2-­‐	
  Ini=ateurs	
  :	
  protéines	
  /	
  ARNs	
  
Thritorax	
  (Trx)	
  
Polycombe	
  (PcG)	
  
RNAs	
  non	
  codants	
  

3-­‐	
  Modificateurs	
  des	
  histones	
  :	
  HDAC/
HAT	
  
Méthyl	
  transférases	
  

Régula=on	
  de	
  l’expression	
  des	
  gènes	
  

Chroma=ne	
  ouverte	
  ou	
  fermée	
  

La	
  structure	
  de	
  la	
  chroma@ne	
  dépend	
  des	
  modifica@ons	
  chimiques	
  
des	
  protéines	
  histones.	
  	
  

Homme	
  :	
  	
  
Environnement	
  
Nutri=on	
  

ESC	
  



Les	
  modifica@ons	
  post-­‐traduc@onnelles	
  de	
  la	
  séquence	
  N-­‐
terminale	
  des	
  histones	
  régulent	
  l’état	
  de	
  condensa@on	
  de	
  la	
  
chroma@ne	
  (structure	
  colloïdale).	
  	
  	
  

Le	
  nucléosome	
  est	
  chargé	
  –	
  
La	
  séquence	
  N-­‐ter.	
  des	
  histones	
  est	
  chargée	
  +	
  =>	
  
compac=on	
  en	
  présence	
  de	
  ca=ons.	
  L’interac=on	
  
entre	
  nucléosomes	
  voisins	
  va	
  dépendre	
  de	
  la	
  charge	
  
globale	
  portée	
  par	
  la	
  queue	
  des	
  histones.	
  Rôle	
  sur	
  la	
  
compac=on	
  de	
  la	
  chroma=ne	
  et	
  	
  sur	
  l’ac=vité	
  
transcrip=onnelle	
  de	
  la	
  cellule.	
  	
  	
  
	
  
Modifica=ons	
  post-­‐traduc=onnelles	
  :	
  	
  
Acéthyla@on	
  (neutralisa=on	
  des	
  charges	
  +	
  =	
  
relâchement	
  )	
  HAT	
  /	
  HDAC	
  
Méthyla@on	
  
Phosphoryla@on	
  	
  
Ubiquityla=on	
  
Sumoyla=on	
  
	
  
«	
  Code	
  histone	
  »	
  plus	
  de	
  10	
  000	
  combinaisons	
  
possibles,	
  une	
  quinzaine	
  ont	
  été	
  iden=fiées	
  (9	
  
marques	
  d’histone).	
  (Ernst	
  et	
  al.,	
  2011)	
  
	
  
Nombre	
  limité	
  d’état	
  chroma=nien.	
  Equilibre	
  
compé==f	
  entre	
  domaines	
  exprimés	
  et	
  réprimés.	
  	
  



Gènes	
  Oct4,	
  Nanog,	
  Sox2	
  
transcrits.	
  	
  

Méthyla@on	
  de	
  l’histone	
  H3	
  dans	
  les	
  régions	
  promotrices	
  des	
  ES	
  et	
  des	
  iPS.	
  	
  

Trithorax	
  	
  
H3K4me3	
  

Polycombe	
  
H3K27me3	
  

Dans	
  les	
  ES	
  et	
  iPS,	
  la	
  chroma=ne	
  est	
  sous	
  
forme	
  de	
  euchroma=ne	
  :	
  ouverte	
  
acéthylée	
  =>	
  transcrip=on	
  ac=ve.	
  	
  

Bivalents	
  :	
  H3K27me3	
  +H3K4me3	
  	
  
	
  présents	
  dans	
  les	
  régions	
  promotrices	
  des	
  
gènes	
  impliqués	
  dans	
  la	
  différencia=on	
  
cellulaire.	
  Répression	
  dans	
  les	
  ES.	
  

Bivalents	
  	
  	
  

Acéthyla=on	
  

MEF	
  

iPS	
  

IF	
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Rôle	
  des	
  nucléosomes	
  dans	
  la	
  mise	
  en	
  place	
  de	
  la	
  méthyla@on	
  de	
  
l’ADN	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  différencia@on.	
  	
  	
  

Octamères	
  
d’histones	
  

Dans	
  les	
  ESC	
  :	
  
Enhancer	
  distal	
  (CR4)	
  de	
  Oct4	
  
Promoteur	
  proximal	
  de	
  Nanog	
  

HP1	
  :	
  hétérochroma=ne-­‐
associated	
  protein	
  1	
  

Chroma=ne	
  non	
  méthylée	
  
«	
  ouverte	
  »	
  

Etats	
  métastables	
  ?	
  

Chroma=ne	
  méthylée	
  
«	
  fermée»	
  

Méthyltransférase	
  

Reprogramma=on	
  /	
  iPS	
  

Oct4	
  
Sox2	
  
Klf4	
  
C-­‐Myc	
  

Yamanaka,	
  2006	
  



•  Cible	
  les	
  dinucléo=des	
  	
  CpG	
  dans	
  des	
  «	
  ilots	
  »	
  situés	
  dans	
  les	
  
promoteurs	
  des	
  gènes.	
  	
  

•  La	
  méthyla=on	
  de	
  l’ADN	
  stabilise	
  l’ADN	
  non	
  transcrit.	
  	
  

Promoteur	
  proximal	
  du	
  gène	
  Nanog	
  chez	
  le	
  lapin.	
  	
  

TGGGGCCGCTGCCTGGAGGGGCGGGTCCAGGGTGTGATAGAGTCTTCCAAATAAATCTAGAGACTCTAAAGCTTCG
CGCTATTGCCGGGTTGCACTGGCTGCCTTCTGTTATTGACGGGGGATCCTGTACTTTTTCCTGTCCTTTTCTGATCATT
TGACCTCTGGAAAACTTCCATTTTCTCCAAGACCTTCCGCCTGCTTGTTTAATTCTTAAAGTCAGTCTTGTTCACAGTCA
GCTCCTTGAATTGCTTTTACCCCCCTTCTCAATAACATGAGTGTGGATCCAGCTTGTCCAGCAAGTCTACCAGCCTCA
GAAG	
  

C	
  =	
  



Méthyla@on	
  des	
  régions	
  enhanceur	
  du	
  promoteur	
  du	
  gène	
  Oct4	
  chez	
  le	
  lapin.	
  
	
   	
   	
  Séquençage	
  génomique	
  après	
  mutagénèse	
  au	
  bisulfite	
  	
  	
  

Région	
  CR1	
   Région	
  CR4	
  

CG 	
   	
  UC	
  
GC	
  	
   	
   	
  CU	
  
	
  
	
  
mCG	
  	
  	
   	
  GC	
  
GmC	
  	
  	
  	
  	
   	
  CG

	
  	
  



Héritabilité	
  de	
  la	
  méthyla@on	
  des	
  îlots	
  CpG	
  de	
  l’ADN	
  au	
  cours	
  des	
  divisions	
  
cellulaires	
  :	
  conserva=on	
  indispensable	
  à	
  la	
  cons=tu=on	
  de	
  =ssus	
  homogènes	
  
au	
  cours	
  du	
  développement.	
  	
  

Main=en	
  de	
  la	
  méthyla=on	
  pendant	
  la	
  réplica=on	
  :	
  rôle	
  de	
  la	
  Dnmt1	
  
Méthyla=on	
  de	
  novo	
  au	
  cours	
  du	
  développement:	
  Dmnt3	
  

Dnmt1	
  Réplica=on	
  

Jurkowska	
  et	
  al.,	
  2010	
  



Déméthyla@on	
  globale	
  du	
  génome	
  au	
  cours	
  de	
  l’embryogénèse	
  
et	
  reméthyla@on	
  au	
  cours	
  du	
  développement	
  embryonnaire.	
  	
  

Embryogénèse	
  

Implanta=on	
  Féconda=on	
  

Spermato	
  

Ovocyte	
  

O	
   O.5	
   3.5	
  

%	
  d’allèles	
  méthylés	
  

d.p.c.i	
  

PGC	
  

12.5	
  

Développement	
  embryonnaire	
  	
  

Gamétogénèse	
  

Après	
  la	
  féconda=on	
  :	
  vague	
  de	
  déméthyla=on	
  massive	
  de	
  l’ADN,	
  	
  
en	
  par=culier	
  les	
  gènes	
  de	
  pluripotence,	
  OCT4	
  et	
  NANOG,	
  doivent	
  être	
  
déméthylés	
  pour	
  pouvoir	
  s’exprimer	
  dans	
  le	
  blastocyste	
  

Déméthyla=on	
  des	
  régions	
  régulatrices	
  de	
  Oct4	
  et	
  Nanog.	
  :	
  
ré-­‐expression	
  ++	
  dans	
  l’ICM	
  du	
  blastocyste.	
  	
  	
  

Oct4	
  
Nanog	
  	
  

ICM	
  

Souris	
  



Modèle	
  géné@que	
  de	
  la	
  mise	
  en	
  place	
  du	
  cancer	
  

Cellule	
  
normale	
  	
  

Tumeur	
  	
  
bégnine	
  

Cancer	
  	
  
primaire	
  

Muta@on	
  

Muta@on	
  

Plas=cité	
  
géné=que	
  

Métastases	
  
Résistance	
  aux	
  drogues	
  



Tumeur	
  	
  
bégnine	
  

Cancer	
  	
  
primaire	
  

Plas=cité	
  géné=que	
  
et	
  /	
  ou	
  muta=ons	
  

Plas=cité	
  géné=que	
  et	
  
épigéné=que	
  

Progéniteur	
  

Modifica=ons	
  
épigéné=ques	
  

Métastases	
  
Résistance	
  aux	
  drogues	
  

Model	
  épigéné@que	
  de	
  l’origine	
  du	
  cancer	
  d’après	
  AP	
  Feinberg	
  (2005)	
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Surani	
  et	
  al.,	
  1984	
  

	
  Le	
  développement	
  	
  embryonnaire	
  harmonieux	
  nécessite	
  un	
  génome	
  maternel	
  
et	
  un	
  génome	
  paternel	
  .	
  Les	
  deux	
  génomes	
  ne	
  sont	
  pas	
  équivalents.	
  	
  

Régula@on	
  de	
  l’expression	
  des	
  gènes	
  soumis	
  à	
  empreinte	
  parentale	
  



Gènes	
  soumis	
  à	
  empreinte	
  parentale	
  
	
  

• 	
   Parmi	
  les	
  28	
  000	
  gènes	
  iden=fiés,	
  100	
  gènes	
  ont	
  une	
  expression	
  mono-­‐
allèlique	
  ,	
  ce	
  qui	
  permet	
  le	
  dosage	
  approprié	
  de	
  l’expression	
  de	
  ces	
  gènes.	
  

• 	
   Organisa=on	
  des	
  gènes	
  en	
  clusters	
  

• 	
   Rôle	
  clé	
  dans	
  le	
  développement	
  embryonnaire	
  précoce.	
  	
  

• 	
   L’expression	
  mono-­‐allélique	
  de	
  ces	
  gènes	
  chez	
  les	
  mammifères	
  repose	
  sur	
  
la	
  méthyla=on	
  différen=elle	
  des	
  dinucléo=des	
  CpG	
  dans	
  l’ICR	
  (imprin=ng	
  
control	
  region)	
  suivant	
  l’origine	
  parentale	
  de	
  la	
  gamète	
  :	
  ovocyte	
  ou	
  
spermatozoïde	
  	
  

•  Ex.	
  	
  si	
  soumis	
  à	
  empreinte	
  paternel,	
  c’est	
  l’ICR	
  de	
  l’allèle	
  paternel	
  qui	
  est	
  
méthylé	
  =>	
  Pas	
  d’expression	
  du	
  (des	
  	
  gènes)	
  soumis	
  au	
  contrôle	
  de	
  l’ICR.	
  	
  

	
  



Deux	
  locus	
  KvLQT1	
  et	
  H19	
  /	
  Igf2	
  (chr.	
  11	
  humain)	
  
soumis	
  à	
  empreinte	
  parentale	
  

Empreinte	
  maternelle	
  

ICR	
  :	
  Imprin=ng	
  control	
  region	
  

ICR	
  

ICR-­‐CH3	
  

Paternel	
  

Maternel	
  

Empreinte	
  paternelle	
  

ICR-­‐CH3	
  

ICR	
  

Igf2	
  

	
  H19	
  

Igf2	
  (insuline	
  growth	
  factor)	
  :	
  facteur	
  de	
  croissance.	
  Rôle	
  dans	
  le	
  développement	
  
embryonnaire	
  et	
  du	
  placenta.	
  	
  
	
  
H19	
  :	
  code	
  pour	
  un	
  ARN	
  non	
  traduit.	
  Rôle	
  suppresseur	
  de	
  tumeurs.	
  Modère	
  la	
  croissance	
  
fœtale.	
  Embryon	
  :	
  expression	
  ++	
  endoderme	
  et	
  mésoderme.	
  	
  



Régula@on	
  de	
  l’expression	
  des	
  gènes	
  H19	
  et	
  Igf2	
  soumis	
  à	
  empreinte	
  	
  
paternel	
  par	
  méthyla@on	
  de	
  l’ICR	
  sur	
  l’allèle	
  paternel.	
  	
  

15	
  Kb	
  entre	
  Igf2	
  et	
  H19	
  

ICR	
   H19	
  Igf2	
   P	
  P	
  

CH3	
   CH3	
  

Enhancer	
  

Igf2	
  
Allèle	
  
paternel	
  

CT
CF
	
  

Allèle	
  
maternel	
  

DMR	
  

H19	
  Igf2	
   P	
  P	
   Enhancer	
  

H19	
  

ICR	
  

CTCF	
  :	
  insulateur	
  avec	
  la	
  cohésine	
  qui	
  se	
  fixe	
  sur	
  une	
  séquence	
  
spécifique	
  dans	
  la	
  séquence	
  de	
  l’ICR	
  	
  
	
  
ICR	
  :	
  Imprin=ng	
  control	
  region	
  



Igf2	
  
H19	
  

Enhancer	
  

ICR	
  +	
  CTCF+	
  cohésine	
  

DMR	
  non	
  méthylée	
  	
  
Fixa=on	
  du	
  CTCF	
  sur	
  l’ICR	
  	
  
Expression	
  de	
  H19	
  	
  

Chroma=ne	
  ac=ve	
  

Modèle	
  de	
  la	
  structure	
  chroma@nienne	
  de	
  l’allèle	
  maternelle	
  
du	
  locus	
  H19/Igf2	
  d’après	
  S	
  Kuruku@	
  	
  (2006)	
  

Allèle	
  maternel	
  

Structure	
  par=culièrement	
  sensible	
  à	
  l’environnement.	
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Mise	
  en	
  place	
  de	
  l’empreinte	
  parentale	
   	
  	
  
	
  

	
  L’empreinte	
  parentale	
  (DMR	
  primaires)	
  est	
  mise	
  en	
  place	
  
au	
   cours	
   de	
   la	
   différencia=on	
   des	
   gamètes	
   dans	
   les	
   lignées	
  
germinales	
   mâles	
   et	
   femelles	
   =>	
   reprogramma=on	
   de	
  
l’empreinte	
  héritée	
  des	
  parents.	
  	
  

Ovocyte	
  Spermato	
  



Embryogénèse	
  %	
  d’allèles	
  méthylés	
  
Chr.	
  11	
  Locus	
  H19	
  

Implanta@on	
  Féconda@on	
  

O	
   O.5	
  
Expression	
  mono-­‐
allélique	
  Igf2	
  et	
  H19	
  

	
  

3.5	
  

PGC	
  

11.5	
  
	
  

Spermatogénèse	
  

Transmission	
  de	
  la	
  méthyla=on	
  d’un	
  gène	
  soumis	
  à	
  empreinte	
  paternelle	
  H19/
Igf2	
  au	
  cours	
  du	
  développement	
  dans	
  un	
  embryon	
  humain	
  masculin.	
  .	
  	
  

Igf2	
  
XY	
  XY	
  	
  

0	
  

50%	
  

100%	
  

Ovocyte	
  

Spermato	
  

d.p.c.i	
  

Méïose	
  
MI/MII	
  

XY	
   X	
   Y	
  
ou	
  

XY	
  
H19	
  



Embryogénèse	
  %	
  d’allèles	
  méthylés	
  
Chr.	
  11	
  Locus	
  H19	
  

Implanta@on	
  Féconda@on	
  

O	
   O.5	
  
Expression	
  mono-­‐
allélique	
  Igf2	
  et	
  H19	
  

3.5	
  

PGC	
  

12.5	
  

Ovogénèse	
  

Transmission	
  de	
  la	
  méthyla=on	
  d’un	
  centre	
  soumis	
  à	
  empreinte	
  paternelle	
  H19/Igf2	
  
au	
  cours	
  du	
  développement	
  dans	
  un	
  embryon	
  humain	
  féminin.	
  

XX	
  XX	
  	
  

0	
  

50%	
  

100%	
  

Ovocyte	
  

Spermato	
  

d.p.c.i	
  

XX	
   X	
  

XX	
  

Igf2	
  
H19	
   Méïose	
  

MI/MII	
  



ICR	
  

•  Hyperméthyla=on	
  de	
  l’ICR	
  du	
  locus	
  Igf2	
  /	
  H19	
  =>	
  surexpression	
  Igf2	
  

	
  In	
  vivo	
  :	
  
•  Syndrome	
  de	
  Beckwith-­‐Wiedman	
  chez	
  l’homme.	
  	
  	
  
•  Syndrome	
  du	
  gros	
  veau	
  (transfert	
  nucléaire).	
  
•  Favorise	
  le	
  développement	
  de	
  cancers	
  :	
  colon	
  (tumeurs	
  de	
  Wilms).	
  	
  

In	
  vitro	
  :	
  Epigénome	
  très	
  sensible	
  à	
  l’environnement.	
  	
  
•  Anomalies	
  de	
  l’empreinte	
  parentale	
  de	
  l’ICR	
  du	
  locus	
  Igf2	
  /	
  H19	
  	
  iden=fiées	
  dans	
  des	
  

lignées	
  de	
  cellules	
  souches	
  embryonnaires,	
  comme	
  dans	
  les	
  cellules	
  ES	
  de	
  singe	
  rhésus.	
  	
  

Pathologies	
  associées	
  à	
  l’expression	
  bi-­‐allélique	
  de	
  l’Igf2	
  

ICR	
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Projet	
  de	
  thérapie	
  cellulaire	
  régénératrice	
  par	
  greffe	
  de	
  cellules	
  souches	
  
dans	
  un	
  modèle	
  primate	
  de	
  la	
  maladie	
  de	
  Parkinson.	
  	
  	
  
	
  
•  Destruc=on	
  des	
  neurones	
  dopaminergiques.	
  Remplacement	
  par	
  

injec=on	
  de	
  précurseurs	
  neuraux	
  capables	
  de	
  survivent	
  et	
  de	
  se	
  
différencier	
  en	
  neurones.	
  	
  

	
  
•  Importance	
  de	
  tester	
  l’impact	
  des	
  étapes	
  qui	
  précèdent	
  la	
  greffe	
  sur	
  la	
  

méthyla=on	
  de	
  la	
  chroma=ne	
  aux	
  locus	
  Igf2/H19	
  et	
  Snrpn.	
  	
  
	
  
Etude	
  de	
  la	
  stabilité	
  de	
  l’empreinte	
  parentale	
  dans	
  les	
  cellules	
  ES	
  de	
  singe	
  
rhésus,	
  et	
  de	
  leurs	
  dérivés	
  différenciés	
  in	
  vitro	
  et	
  après	
  greffe	
  in	
  vivo.	
  	
  



Culture	
  des	
  cellules	
  LYON-­‐ES1	
  (ES	
  de	
  singe	
  Rhésus)	
  :	
  sur	
  fibroblastes	
  
embryonnaires	
  +	
  KO-­‐DMEM	
  +	
  FGF2	
  (Fibroblast	
  Growth	
  Factor).	
  	
  
	
  
•  Pour	
  une	
  u=lisa=on	
  en	
  clinique	
  :	
  adapta=on	
  des	
  cellules	
  ES	
  de	
  singe	
  

rhésus	
  à	
  la	
  culture	
  en	
  absence	
  de	
  cellules	
  nourricières,	
  dans	
  un	
  milieu	
  
chimiquement	
  défini.	
  

•  Suivi	
  de	
  l’impact	
  de	
  la	
  culture	
  à	
  long-­‐terme	
  et	
  de	
  la	
  différencia=on	
  en	
  
cellules	
  neurales	
  et	
  gliales	
  sur	
  la	
  méthyla@on	
  des	
  régions	
  régulatrices	
  du	
  
locus	
  H19/Igf2	
  (empreinte	
  paternel)	
  et	
  Snrpn	
  (maternel).	
  	
  

	
  
	
  

Cellules	
  neurales	
  

Cellules	
  	
  gliales	
  

In	
  Vitro	
  	
  
Précurseurs	
  
neuraux	
  -­‐GFP	
  

Wianny	
  ,	
  F	
  et	
  al.,	
  2008	
  et	
  	
  2011	
  

Blastocyste	
  

Culture	
  et	
  différencia@on	
  des	
  cellules	
  souches	
  de	
  singe	
  rhésus.	
  	
  



Précurseurs	
  
neuraux	
  -­‐GFP	
   Striatum	
  du	
  cerveau	
  de	
  rat	
  

In	
  vivo,	
  après	
  greffe	
  :	
  	
  

Profil	
  de	
  
méthyla=on	
  
correcte	
  ?	
  

altéré	
  ?	
  

Greffe	
  

Reste	
  altéré	
  ?	
  

Répara=on	
  par	
  
l’environnement	
  ?	
  Contact	
  
avec	
  les	
  neurones	
  «	
  in	
  situ	
  ».	
  	
  

Profil	
  de	
  méthyla=on	
  
conservé	
  ?	
  

Altéré	
  ?	
  	
  

In	
  Vitro	
  	
  

Influence	
  du	
  contexte	
  cellulaire	
  in	
  situ	
  sur	
  l’empreinte	
  aux	
  locus	
  H19/
Igf2	
  et	
  Snrpn	
  après	
  greffe	
  ?	
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