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Projet transversal:
Création d’un modeéle de thérapie cellulaire chez le singe parkinsonien

Rma @ Cellules souches pluripotentes:

Souris, Lapin, Singe, Homme et Poulet
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Plan de I’exposé
1. Cellules souches pluripotentes

v’ Définition et propriétés des cellules souches pluripotentes:
v’ Intéréts de ces cellules chez la souris
v’ Intéréts de ces cellules chez les animaux d’élevage

v’ Intéréts de ces cellules chez ’Homme

2. Epigenétique

v’ Définition

v’ Organisation de la chromatine

v’ Méthylation de I’ADN

v’ Les genes soumis & empreinte

v’ Mise en place de I'empreinte parentale

v’ Recherche des modifications épigénétique dans le projet transversal



Les cellules souches pluripotentes

v’ Définition et propriétés des cellules souches pluripotentes:
Autorenouvellement, Pluripotence et Tumorigénése
Reprogrammation et Transdifférenciation

v’ Intéréts de ces cellules chez la souris:

Techniques de Transgénese
Différents types de cellules souches pluripotentes

v’ Intéréts de ces cellules chez les animaux d’élevage:
Techniques de dérivation des cellules ES et iPS
Les différents états de pluripotence

v’ Intéréts de ces cellules chez ’Homme:

Thérapie par remplacement cellulaire

Clonage thérapeutique



Origine et propriétés des cellules souches pluripotentes
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Morphologie des cellules souches pluripotentes




Autorenouvellement: Multiplication a I’infinie

Cellules souches pluripotentes : Cellules souches tissulaires :
autorenouvellement par divisions symétriques autorenouvellement par divisions asymétriques
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Cycle cellulaire et vitesse de prolifération
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Pluripotence: Capacité de différenciation

Totipotence: ovocyte fécondé

Pluripotence: cellules ES ,
Différenciation
Multipotence: cellules souches
hématopoiétiques

Unipotence: Pro-lymphocyte B CELLULES DIFFERENCIEES

Tuj1 Desmin ' Glucagon

ECTODERME MESODERME ENDODERME




Reégulation de la pluripotence
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Génes Génes de
d’autorenouvellement différenciation
-Facteurs de transcription -Ectoderme : Pax6, LHXs
-Protéines de signalisation -Mésoderme : Hand, DIx5

-Endoderme : Is11, Gata6




Differenciation et Reprogrammation
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Reprogrammation de cellules somatiques en cellules iPS
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Modele de la reprogrammation cellulaire

Cellules Intermédiaires Intermédiaires Cellules iPS Cellules iPS
somatiques précoces tardifs immatures matures

inhibition of activation acquisition of complete reprogramming
somatic regulators of pluripotency loci factor indepedence ' (telomeres, X chromosome,
induction of inhibition of immor-

proliferation senescence & apoptosis pathways talization



Reprogrammation
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Les cellules souches pluripotentes

v’ Définition et propriétés des cellules souches pluripotentes:
Autorenouvellement, Différenciation et Tumorigénese
Reprogrammation et Transdifférenciation

v’ Intéréts de ces cellules chez la souris:

Techniques de Transgénése
Différents types de cellules souches pluripotentes

v’ Intéréts de ces cellules chez les animaux d’élevage:
Techniques de dérivation des cellules ES et iPS
Les différents états de pluripotence

v’ Intéréts de ces cellules chez ’Homme:

Thérapie par remplacement cellulaire

Clonage thérapeutique



Interets des cellules souches pluripotentes:
Souris

Cellules ES-LacZ Cellules ES

Blastocyste



Les techniques de transgénese

MICROINJECTION SOURIS INFECTION

Embryon 2-4

TRANSGENIQUE VIRALE cellules
Virus GFP.

Développement

in vitro
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Comparaison des techniques de transgénese

) S . Transfert Injection de
Techniques Microinjection Infection . J
nucléaire cellules
Mécanismes .. , . .
. ) Recombinaison aléatoire Recombinaison homologue
d’insertion
Locus
,. i Inconnu Connu
d’insertion
Nombre
. . Multiple Unique
d’insertion P 9
Modification du génome importante, Obtention de cellules ES (iPS)
risque d’apparition de tumeurs.
Inconvénients
Difficulté d’obtention d’une activité Nécessité d’obtention de
spécifique de tissus. chimeéres germinales




Differents types de cellules souches pluripotentes
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Fécondation in vitro




Deérivation des cellules EpiSC

Récupération des Dissection de Mise en culture sur fibronectine Lignée établie a
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Les cellules souches pluripotentes

v’ Définition et propriétés des cellules souches pluripotentes:
Autorenouvellement, Différenciation et Tumorigénese
Reprogrammation et Transdifférenciation

v’ Intéréts de ces cellules chez la souris:

Techniques de Transgénese
Différents types de cellules souches pluripotentes

v’ Intéréts de ces cellules chez les animaux d’élevage:
Techniques de dérivation des cellules ES et iPS
Les différents états de pluripotence

v’ Intéréts de ces cellules chez ’Homme:

Thérapie par remplacement cellulaire

Clonage thérapeutique



Intéréts des cellules souches pluripotentes:
Animaux d’intérét agronomique

* Recherche fondamentale:
Modeles d’¢tude des grandes fonctions physiologiques
(reproduction, lactation, photopériodisme, croissance musculaire)

* Recherche médicale:
Animaux modeles de maladies humaines
(athérosclerose, tuberculose, arrhythmie, obésité, infection virale...)

 Industrie:
Bioréacteurs pour la production de molécules pharmacologiques dans le lait



Animaux Bioréacteurs

» Modifications post-traductionnelles absentes chez les levures et bactéries.

» Moins colteux qu’une production in vitro .

Espéce Tempsde Maturation Volume de lait Temps entre la Production de Fraction de
gestation (mois) par lactation microinjection protéines protéines
(mois) (Litre) et la production de lait recombinantes (%)
(mois) (Kg/an)

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
Chevre 5 6-8 600-800 16-18 100 6
Vache 9 15 8000 30-33 1000 3

Différences entre les espéces d’intérét agronomique (Fan & Watanabe, Pharmacology & Therapeutics, 2003)



Transgeéenese chez le lapin

MICROINJECTION INFECTION

VIRALE

Développement
in vitro

Développement F £

j in vitro i? o ™
TRANSGENIQUE

W Blastocyste
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LAPIN
Nucleases MOSAIQUE
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@ ﬁ Projet de recherche

Cellules Souches
pluripotentes



Deérivation de cellules ES de lapin

Immuno

Pronase

Blastocyste sans L
Morula Blastocyste manteau muqueux ICM isolé

ni zone pellucide v

Culture sur feeders
DMEM/F12 medium
+20% KOSR
+ 13ng/ml FGF2

—

v

Dissociation " Sjoursde
mécanique = culture

Collagénase

Sl

Lignée de cellules ES P1: Colonie de cellules ES P0: Excroissances

P28



Génération de cellules iPS de lapin

Cellules Perte de la Formation des Cellules souches
différenciées morphologie colonies pluripotentes
Oct4 Sox2
KIf4 c-My Surexpression +
P P AP Oct4* Sox2* Nanog*
= (@
2 > — h
oo CCS
Transfert sur feeder Repiquage des Analvsis 4 P6
+ milieu de culture iPS colonies + amplification y
A
Fibroblastes DO,/D2 D5{D6 D16 D.27 D40{D5 5 Cellules

Fibroblastes de peau Coonie de cellules
de jeune lapin iPS de lapin



Reé-expression des endogenes et extinction des transgenes
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Caracterisation des cellules souches pluripotentes

v’ Morphologie et vitesse de prolifération
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Greffes autologues de cellules iPS

Intramusculaire Sous la capsule rénale Sous-cutanée




Production de lapins chimeres
par microinjection

GFP+ iPSCs

‘\‘/ Marquage
N SSEAI

. . GFP SSEA1 Merge
Tri cellulaire

Développement in
vitro jusqu’au stade
blastocyste

SSEA1+/ GFP +
Embryons injectés : 112
Blastocystes GFP*: 2




Production d’embryons chimeres
par aggregation

Goutte de milieu recouverte
Boite 35mm d’huile minérale

Micro-puits

Embryon de lapin

Amat de LacZ+
RbiPSC

Blastocyste

~ Coloration LacZ



Etats naif et amorcé de pluripotence chez les rongeurs
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Etats naif et amorcé de pluripotence:
différenciation et réversion

implantation
_____________________________________________________________ )
Inactivation du 2" chrom. X

DIFFERENCIATION

Inhibition de la signalisation LIF/Stat3
Activation de la signalisation FGF2
Activation de la signalisation activin

>
<€
REVERSION
T D o B Activation de la signalisation LIF
e . Inhibtion de la signalisation FGF2
Cellules ES (état naif) Inhibition de la signalisation activin Cellules EpiSC (état amorcé)
« LIF/BMP4 dépendantes » + « FGF2/activin dépendantes »

, . Inhibition des voies de différenciation
- Expression de génes .
e , Surexpression de facteurs de
caractéristiques de I'ICM ) . i .
(KIf2, KIf4, Nanog) pluripotence spécifiques de I'état naif

- 2 chromosomes X actifs (KIf2, KIf4, Nanog)

- Expression de génes caractéristiques de
I’épiblaste de I’'embryon post-implantatoire
- Inactivation de I'un des chromosomes X



Etat de pluripotence des cellules ES non murines

D M\ 4 L\ ) / S88,
7 \ i/ » <7 \ \
Mise en culture = ICM
/
LIF Amplification / FGF2
BMP4 activin
e o 4 <€

- Expression de génes caractéristiques de I'épiblaste
de 'embryon post-implantatoire
- Inactivation de I'un des chromosomes X

- Expression de génes caractéristiques de I'lCM
- 2 chromosomes X actifs

Proche des cellules EpiSC murines

SOURIS, RAT LAPIN, SINGE, HOMME



Les cellules ES et iPS non murines sont des cellules amorcées

REPROGRAMMATION -> iPS

_____________________
_________

——————

Cellules souches
pluripotentes
(état amorcé)

Cellules souches
multipotentes

U4
U
II (neurales,
hématopoiétiques,
14 etc...)
U4
U4

Cellules souches
unipotentes
ou
Cellules
précurseurs

Cellules différenciées




Etat de pluripotence des cellules de ’ICM?
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Cellules souches amorcées ?

Mise en culture

/
> Rk s
LIF Amplification / FGF2
BMP4 activin
— o 4 <€

SOURIS, RAT
(cellules ES naives)

LAPIN, SINGE, HOMME
(cellules amorcées)



La pluripotence dans tous ses états

Souris ICM = —> ES —> EpiSC
Homme ICM = > "ES"
Singe ?
lapin
"ground state" Etat naif Etat amorcé
tabula rasa "naive state" "primed state"

Etat fondamental

Croissance autonome Signalisation LIF/BMP4 Signalisation FGF2/activin
non dépendante des MAPK non dépendante des MAPK dépendante des MAPK



Transgeénese et cellules amorcées

Cellules ES
> Homme, rhesus, lapin

amorcées
(FGF2 + Activine-Smad)

Cellules iPS
Homme, rhesus, lapin
amorcées
(FGF2 + Activine-Smad)

Capacité a
coloniser I’embryon
apreés micro-injection dans un blastocyste

It ‘

Cellules ES de souris Cellules iPS de souris EpiSC de souris
naives naives amorcées
(LIF-Stat3) (LIF-Stat3) (FGF2 + Activine-Smad)
RexI, Stella*, KIf2*, KIf4* RexI, Stella*, KIf2*, KIf4*

Fgf5*, Thra*, Sox17*
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Reéversion des cellules amorcées vers un état naif

Cellules rES + LIF
Homme
naives Réversion génétique a I’aide de génes de
(LIF-Stat3) pluripotence (KIf4, KIf2, Oct4)
: + inhibiteurs des voies de différenciation
>
|
|
v

Capacité a
coloniser I’embryon
apreés micro-injection dans un blastocyste

T

Cellules rES de souris
naives + LIF
(LIF-Stat3)
Réversion génétique a ’aide de genes de

R 1+, +, Kl +’ Kif4+ i
exI, Stella®, KIf2", KIf: pluripotence (Klf4, Nanog)

+ inhibiteurs des voies de différenciation

Cellules ES
Homme

amorceées
(FGF2 + Activine-Smad)

T

EpiSC de souris
amorcées
(FGF2 + Activine-Smad)

Fgf5*, Thra*, Sox17*



Reéversion des cellules souches pluripotentes de lapin

Cellules ES et iPS Cellules ES et iPS
Lapin Lapin
naives amorcées
(LIF-Stat3) (FGF2 + Activine-Smad)
v

Capacité a
coloniser I’embryon
apreés micro-injection dans un blastocyste

1 T

Cellules rES de souris EpiSC de souris
naives + LIF amorcées
(LIF-Stat3) (FGF2 + Activine-Smad)

Réversion génétique a ’aide de genes de

RexI*, Stella®, Kif2", Kif4* i
ex tella”, KIf2", KIf- pluripotence (Klf4, Nanog)

Fgf5*, Thra*, Sox17*

+ inhibiteurs des voies de différenciation



Les cellules souches pluripotentes
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Techniques de Transgénese
Différents types de cellules souches pluripotentes

v’ Intéréts de ces cellules chez les animaux d’élevage:
Techniques de dérivation des cellules ES et iPS
Les différents états de pluripotence
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Intéréts des cellules souches pluripotentes:
Homme

Cellules Souches Pluripotentes

o

Tests de

C( “f; Etudes des

toxicité .
AR & genes
Q impliqués
) dans les
maladies

In vivo

‘ ~S—t - a’
— P

‘o

In Vitl"O Etude de la
différenciation in vitro

Thérapie cellulaire
par
transplantation

)

Patient



Utilisation des cellules ES: greffes héterologues

Dérivation
Embryon
Patient
Cellules ES
Greffe
% hétérologue
différenciation |

Neurones dopaminergiques



Utilisation des cellules ntES:
clonage thérapeutique

Injection du
noyau

somatique

Ovocyte

énuclé

Patient

blastocyste , Embryon 4-cellules P
‘ SN
¥ Greffe

.°& 0 autologue

ot

NT-ES cells

Neurones dopaminergiques



Utilisation des cellules 1PS: greffes autologues

Reprogrammation

Patient
Cellules iPS
Greffe
autologue
différenciation

Neurones dopaminergiques



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

dégénérescence des neurones moteurs dues a une mutation du gene SMN

", motor neurons dying

Treatment of patient(s)
with drug

) 2k '
SMA-specific drugs SMA patient

cMyc
Modélisation D o
Screen for drugs . Oct4 @
that prevent motor Cel I u I aire .S 5
neuron death OX
A a Skin biopsy
SMA motor neurons l
In vitro O
differentiation

SMA-iPSCs



Modele de therapie cellulaire et géenique

Mouse with B-Thalassémie

sickle cell anemia
AT 205

~ Transplant

Collect skin cells

/
a0
™ 1 Oct4, Sox2
. Kif4, c-Myc
Reprogram Viruses
into ES like-
iPS cells
Genetically identical -
iPS cells ™

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



Les avancees recentes dans le monde des ESCs
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ES cell therapy in two patients with eye
disease

Preliminary data
from two ongoing
trials that aim to
assess the safety
of transplantation
of human embryonic stem cells (hESCs) into human eyes to treat
blindness are encouraging, according to Schwartz et al. One trial
is for age-related macular degeneration, the other is for Stargardts
macular dystrophy (SMD). The researchers prepared differentiated
hESC-derived retinal pigmented epithelial (RPE) cells and tested
them preclinically by transplantation into rat retinas to ensure

the hESC-RPEs were pure and did not form teratomas. The stage
of hESC-RPE differentiation mattered: cells with less melanin
engrafted more efficiently than those with more melanin and

were judged suitable for testing in humans. Two patients (one
from each trial; each trial will eventually enroll 12 patients) had
50,000 hESC-RPEs transplanted into a part of one retina where
degeneration was incomplete. Outcomes measured included
demonstration of successful engraftment of hRESC-RPEs, but only
in the patient with SMD. At 4 months after engraftment, neither
patient had any adverse outcomes, such as hyperproliferation,
transplant rejection or teratoma. Both phase 1/2 trials will also
assess clinical endpoints, such as visual acuity, for future efficacy
trials. The trials will be fully enrolled in 2012, but pivotal

phase 3 trials will then be needed to evaluate whether hESC-RPEs
can improve clinical outcomes. (Lancet, doi:10.1016/S0140-
6736(12)60028-2, published online 24 January 2012) S




Les avancées récentes dans le monde des ESCs
Différentiation in vitro de spermatozoides et d’ovocytes
=» application en reproduction humaine
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Modele de therapie cellulaire chez le singe parkinsonien
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Oct4, Sox2
Kif4, c-Myc
Reprogram Viruses
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Conclusion

Cellules souches pluripotentes

Puissants outils biotechnologiques
Enormes espoirs thérapeutiques

P

Obtention de cellules naives chez des especes non murines
Maitrise des processus de différenciation et de sélection
Contréle des mécanismes de reprogrammation

Merci




L’épigenétique

v’ Définition

v’ Organisation de la chromatine

v’ Méthylation de I’ADN

v’ Les génes soumis d empreinte

v Mise en place de I'’empreinte parentale

v’ Recherche des modifications épigénétiques

dans le projet transversal



« Régulations épigénétiques de I’expression des genes »

2001 : Séquencage complet du génome humain, les secrets de
I"héritabilité dévoilés .... NATUREVOL409 | 15 FEBRUARY 2001 |

2007 : ENCODE ...

...... mais I'acces a lI'information génétique seule
ne permet pas de comprendre I'ensemble des
caracteres individuels observables et les
maladies.



Qu’est ce que I'épigénétisme ?

Zygote

Modifications transmissibles et réversibles de
I’expression des genes qui ne s"accompagnent pas de
modification de la séquence d’ADN et qui sont

transmissible d’une cellule meére a une cellule fille .
Wolff et al., 1998




Pathologies associées a des anomalies épigénétiques chez ’"homme :

Cancers : colon, ovaire, foie ...

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

Maladies métaboliques : ostéodystrophie,
diabetes etc...

Maladies psychiques : autisme....

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

Beckwith-Wiedman
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Les fonctions du génome dépendent de la structure de la chromatine.

Modifications épigénétiques

\ 4

Modification de la structure de la chromatine

4

Interphase chromatin

Chromosome 3

Euch rmatin Heétérochromatine

(périphérique)

'Active”

Euchromatine Hétérochromatine
active non active

h Régulation de I’expression des génes



La chromatine est organisée en domaines dans les cellules différenciées

Génome humain : 28 000 genes
1% du génome codant. Chr. 19 = rouge

Chr. 18 = Vert

Chrngsome Protein Coding Genes Chrngsome Protein Coding Genes

Noyau d’un lymphocyte humain / FISH

N
Les chromosomes riches en genes
(chr.19) se localisent dans la

uq13.43

région centrale du noyau.
Chr 18 78,077,248 pb Chr 19 59,128,983 pb

, , Tanabe et al, 2002 Mutation Research
290 séquences codantes 960 séquences codantes

www.ensembl.org



A quel moment dans le développement se met en place
I’organisation des chromosomes en domaines ?

Bovin

Lapin Activation du génome du zygote
Transcrits
maternels

B Human 3 Partially Cdx2-positive
Zygote Twe-cell Four-cell  Eight-cell Sixteen- Compacted  Thirty-two-cell Early
cell sixteen-cell morula blastocyst Late
morula blastocyst

Lien entre la structure de la chromatine et la transcription du génome
L’organisation de la chromatine change en fonction du type cellulaire



Importance du contexte chromatinien dans la régulation de
I’expression des géenes.

CHROMATIN ASSEMBLY

d

Nucleosome

Nucleosome array

LTS
28

S

40-60 basepairs of DNA Un nucléosome: \ Higher order
I d AY . .
betiveen fucieosomes an Octameére d’Histones y Toldng
Nuclear domains

Boucles de 100 kb
a 2Mbases

Microenvironnement



La structure de la chromatine dépend des modifications chimiques
des protéines histones.

Homme :
Environnement »

Cellules
1 — inducteurs
Contacts cellule / cellule

Nutrition Hormones, perturbateurs endocriniens

¥

2- Initiateurs : protéines / ARNs
Thritorax (Trx)

ESC Polycombe (PcG)

RNAs non codants
3- Modificateurs des histones :

HAT
Méthyl transférases

Chromatine ouverte ou fermée

Heterochromatin
“Silent”

romatin NN,
ctive” T

7 Euch
n

Régulation de I'expression des genes



Les modifications post-traductionnelles de la séquence N-
terminale des histones régulent I’état de condensation de la

chromatine (structure colloidale).
Le nucléosome est chargé —

La séquence N-ter. des histones est chargée + =>
compaction en présence de cations. L’interaction
entre nucléosomes voisins va dépendre de la charge
globale portée par la queue des histones. Role sur la

compaction de la chromatine et sur l'activité
transcriptionnelle de la cellule.

Modifications post-traductionnelles :
Acéthylation (neutralisation des charges + =
relachement ) HAT / HDAC

Méthylation

Phosphorylation

Ubiquitylation

Sumoylation

« Code histone » plus de 10 000 combinaisons
possibles, une quinzaine ont été identifiées (9
marques d’histone). (Ernst et al., 2011)

Nombre limité d’état chromatinien. Equilibre
compétitif entre domaines exprimés et réprimés.




Méthylation de I’histone H3 dans les régions promotrices des ES et des iPS.

H3K4me3 H3Ac H3K27me3

™
H2AK1I91J: ﬂ ) : v I‘ » y : MEF

paused
AZ RNAPH

Bivalent chromatin

iPS

Lineage-committed cells

Trx
HIK4me3
@ @ g
elongating
ON

1

Acéthylation

i
RNAPII

Dans les ES et iPS, la chromatine est sous
Polycombe Trithorax Bivalents forme de euchromatine : ouverte
H3K27me3 H3K4me3 acéthylée => transcription active.

N | X

Genes Oct4, Nanog, Sox2

. Bivalents : H3K27me3 +H3K4me3
transcrits.

présents dans les régions promotrices des
genes impligués dans la différenciation
cellulaire. Répression dans les ES.
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Role des nucléosomes dans la mise en place de la méthylation de

I’ADN au cours de la différenciation.

Reprogrammation / iPS

Oct4d
Sox2
KIf4

C-Myc

Yamanaka, 2006

Dans les ESC :

Enhancer distal (CR4) de Oct4
Promoteur proximal de Nanog

OCT4 and NANOG OCT4 distal enhancer or
expressed NANOG proximal promoter

e
- \ S ';t \®

-

>
Octameres \
d’histones @ OCTASOX

Retinoic-acid-induced
differentiation or OCT4
OCT4 and NANOG siRNA knockdown

not expressed

Repressed
(closed)

Méthyltransférase A

DNMT3A or
DNMT3B and
DNMT3L

Chromatine non méthylée
«ouverte »

Etats métastables ?

HP1 : hétérochromatine-

OCT4 and NANOG
not expressed

Silenced
(locked)

O Unmethylated CpG ® Methylated CpG ‘

Nature Reviews | Genetics

/ associated protein 1

Chromatine méthylée
« fermée»



Promoteur proximal du géne Nanog chez le lapin.

TGGGGCCGCTGCCTGGAGGGGCGGGTCCAGGGTGTGATAGAGTCTTCCAAATAAATCTAGAGACTCTAAAGCTTCG
CGCTATTGCCGGGTTGCACTGGCTGCCTTCTGTTATTGACGGGGGATCCTGTACTTTTTCCTGTCCTTTTCTGATCATT
TGACCTCTGCAAAACTTCCATTTTCTCCAAGACCTTCCGCCTGCTTGTTTAATTCTTAAAGTCAGTCTTGTTCACAGTCA

GCTCCTTGAATTGCTTTTACCCCCCTTCTCAATAACATGAGTGTGGATCCAGCTTGTCCAGCAAGTCTACCAGCCTCA
GAAG

NP2 N:-i,
N¢E\C NN
3 5 ADN méthyltransférase | 5mC ||
C|;2 ¢ GIC! C C
N~
0% N7 / L 0” N
= Cytosme 5-méthyl cytosine

1 5-adénosylméthionine

@ S-adénosylhomocystéine

e Cible les dinucléotides CpG dans des « ilots » situés dans les
promoteurs des genes.

* La méthylation de I’ADN stabilise ’ADN non transcrit.



Méthylation des régions enhanceur du promoteur du gene Oct4 chez le lapin.

Séguencage génomique apres mutagénese au bisulfite

Région CR1

Région CR4
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Héritabilité de la méthylation des ilots CpG de I’ADN au cours des divisions
cellulaires : conservation indispensable a la constitution de tissus homogéenes
au cours du développement.

Réplication Dnmtl

\
ﬁﬁ
J

Jurkowska et al., 2010

Maintien de la méthylation pendant la réplication : r6le de la Dnmt1
Méthylation de novo au cours du développement: Dmnt3



Déméthylation globale du génome au cours de I’'embryogénése
et reméthylation au cours du développement embryonnaire.

Souris Fécondation Implantation

] o ' Embryogénese ' Développement embryonnaire
% d’alleles méthylés < —> Y < >
|

d.p.c.i (0 0.5 3.5

Déméthylation des régions régulatrices de Oct4 et Nanog. :
ré-expression ++ dans I'ICM du blastocyste.



Modele génétique de la mise en place du cancer

Mutation Q Plasticité
S génétique
S

A

Cellule ™ Mutation ‘
/
\

Cancer
primaire

o @

@

Métastases
Résistance aux drogues



Model épigénétique de I'origine du cancer d’apres AP Feinberg (2005)

Modifications Plasticité génétique

épigénétiques et / ou mutations LO N’
‘ —_—> O —_—> O Plasticité génétique et ‘

] S
épigénétique /
O — o

Cancer
prlmalre

Métastases
Résistance aux drogues

Q
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Régulation de I’expression des genes soumis a empreinte parentale

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

MOUSE Surani et al., 1984



Génes soumis a empreinte parentale

Parmi les 28 000 genes identifiés, 100 genes ont une expression mono-
allelique , ce qui permet le dosage approprié de I'expression de ces genes.

Organisation des genes en clusters
Role clé dans le développement embryonnaire précoce.

L’expression mono-allélique de ces genes chez les mammiferes repose sur
la méthylation différentielle des dinucléotides CpG dans I'ICR (imprinting
control region) suivant I'origine parentale de la gamete : ovocyte ou
spermatozoide

Ex. si soumis a empreinte paternel, c’est I'ICR de I’allele paternel qui est
méthylé => Pas d’expression du (des genes) soumis au controle de I'ICR.



Deux locus KvLQT1 et H19 / I1gf2 (chr. 11 humain)
soumis a empreinte parentale

PHLDA? ~ SLC22A18AS  KCNQIDN
OSBPLS CARS NAPL4 ~ SLC22A18  pSTKIP2 keNQ1OTH KvLQT1 718sc4  cD81  ASCL2

/:':7 Vs K/?\/m Igf2
potermel -1 HIHIHHEHI - - -

Lo ICR-CH3
KvDMR1
» > “« H19
vaternel .1 - —
ICR
ICR-CH3

ICR : Imprinting control region

Igf2 (insuline growth factor) : facteur de croissance. Rble dans le développement
embryonnaire et du placenta.

H19 : code pour un ARN non traduit. Réle suppresseur de tumeurs. Modere la croissance
foetale. Embryon : expression ++ endoderme et mésoderme.



Régulation de I’expression des génes H19 et Igf2 soumis a empreinte
paternel par méthylation de I'ICR sur I’allele paternel.

15 Kb entre Igf2 et H19

|gf2 CH, CH,
allele [

oo ™
paternel -T- B2 T g EEET  hio @
H19
\ 0
Allele ; Igf2 I |_> H19
maternel ICR ?

CTCF : insulateur avec la cohésine qui se fixe sur une séquence
spécifique dans la séquence de I'lCR

ICR : Imprinting control region



Modeéle de la structure chromatinienne de I’allele maternelle
du locus H19/1gf2 d’aprés S Kurukuti (2006)

DMR non méthylée
Fixation du CTCF sur I'ICR

Allele maternel Expression de H19

\ef2
8 H1

/ L Enhancer
A

Chromatine active

ICR + CTCF+ cohésine

Structure particulierement sensible a I’environnement.
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v’ Méthylation de I’ADN

v’ Les génes soumis a empreinte

v Mise en place de I'empreinte parentale

v’ Recherche des modifications épigénétiques

dans le projet transversal



Mise en place de I’'empreinte parentale

L’empreinte parentale (DMR primaires) est mise en place
au cours de la différenciation des gametes dans les lignées
germinales males et femelles => reprogrammation de
I’empreinte héritée des parents.

Spermato Ovocyte

N
Q




Transmission de la méthylation d’'un gene soumis a empreinte paternelle H19/

Ing au cours du développement dans un embryon humain masculin. .

Fécondation Implantation
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Expression mono-
allélique Igf2 et H19



Transmission de la méthylation d’un centre soumis & empreinte paternelle H19/1gf2
au cours du développement dans un embryon humain féminin.

Fécondation Implantation
% d’alléles méthylés v Embryogénese v Ovogéneése
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Expression mono-
allélique Igf2 et H19



Pathologies associées a I’expression bi-allélique de I'lgf2
Proper Somatic Imprint

Corer ) 1af2 |
fo 1 <goeee foy | | |19F2 H19
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) ICR ) ‘ A
Loss of Imprint
7oy H19
. _J_.r.m:.r._l; s | Igf2 Y
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—{1n | 44441 Nrrrapi T R —
) ICR ) ’

Hyperméthylation de I'ICR du locus Igf2 / H19 => surexpression Igf2

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

In vitro : Epigénome tres sensible a I’environnement.
Anomalies de I'empreinte parentale de I'ICR du locus I1gf2 / H19 identifiées dans des
lignées de cellules souches embryonnaires, comme dans les cellules ES de singe rhésus.



L’épigencétique

v’ Recherche des modifications épigénétiques

dans le projet transversal



Projet de thérapie cellulaire régénératrice par greffe de cellules souches
dans un modele primate de la maladie de Parkinson.

* Destruction des neurones dopaminergiques. Remplacement par
injection de précurseurs neuraux capables de survivent et de se
différencier en neurones.

* Importance de tester I'impact des étapes qui précedent la greffe sur la
méthylation de la chromatine aux locus Igf2/H19 et Snrpn.

Etude de la stabilité de I’empreinte parentale dans les cellules ES de singe
rhésus, et de leurs dérivés différenciés in vitro et apres greffe in vivo.



Culture et différenciation des cellules souches de singe rhésus.

r\ r\ Cellules neurales

Précurseurs
Blastocyste Rhesus ESc neuraux -GFP

In Vitro

Cellules gliales
Wianny, F et al., 2008 et 2011

Culture des cellules LYON-ES1 (ES de singe Rhésus) : sur fibroblastes
embryonnaires + KO-DMEM + FGF2 (Fibroblast Growth Factor).

e Pour une utilisation en clinique : adaptation des cellules ES de singe
rhésus a la culture en absence de cellules nourricieres, dans un milieu
chimiquement défini.

e Suivide I'impact de la culture a long-terme et de la différenciation en
cellules neurales et gliales sur la méthylation des régions régulatrices du
locus H19/1gf2 (empreinte paternel) et Snrpn (maternel).




Influence du contexte cellulaire in situ sur ’empreinte aux locus H19/
Igf2 et Snrpn apres greffe ?
In Vitro In vivo, apres greffe :

Précurseurs
neuraux -GFP / \ Striatum du cerveau de rat

Rhesus ESc

Greffe Profil de méthylation
v conservé ?
Profil de
méthylation .
correcte ? Altére ?
Reste altéré ?
altéré ?

Réparation par
I’environnement ? Contact
avec les neurones « in situ ».
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