DIFFERENCIATION

) INTRODUCTION

Définitions

Différenciation :

Processus biologique du développement, aussi aamide certaines cellules souches qui
permettent de renouveler les cellules différenciéeschez I'adulte.
Caractérisée par une diminution de la prolifératibnactivité spécialisée propre (tissu
endocrine, musculaire...)

La morphologie peut changer radicalement, maisriatériel génétique reste le méme

La différenciation cellulaire se caractérise pag sanccession de divisions qui engendre un type
spécialisé et régénere le pool de cellules de bases

On décrit une division asymétrique au niveau dpidiénétisme, par rapport au maintien du
matériel génétique.

Migration :

Elément essentiel qui suit la différenciation. Esisdle dans les mécanismes biologiques.
La cellule ne pouvant compter que sur les mouvésnbrauniens ( ?) elle a recourt a des
moyens mécaniques pour effectuer ses déplacements.

On classe les cellules en deux catégories :

- celles qui peuvent emprunter un fl(elles nagent dans le sang, la lymphe)
0 bactéries, virus, protozoaires, métazoaires pamasit

- celles qui rampent sur les tissus, a travers $ssi$i
o Cellules qui vont former les tissus et les orgatws du développement
embryonnaire
o Neurones ou une partie des neurones comme les supme permettre les
connexions neurone / neurone.

Domiciliation (homing) :

Ensemble des processus gantrdlent la migration d’'une cellule jusqu’a sa destination et qui
optimisent le fonctionnementde cette cellule.

Les moteurs de la domiciliation sont :
- Biochimiques(chimiokines, élemnts de la MEC)
- Physigues (oxygene)
- Mécaniques (tensions, compressions)
- Cellulaires (intégrines, cadhérines, éléments du cytosqeglett



DIFFERENCIATION
CELLULAIRE

) GENERALITES

A) La différenciation est reliée a la potentialité céllaire.

Une cellule qui peut se différencier en tous lgesy= celluldotipotente.

On peut les obtenir au stade 1 a 8 du blastontems le conceptus.

Seules les totipotentes peuvent former un indieidentier.

=>» Création de jumeaux n’est permise que lors dekesta a 8 blastoméres du conceptus.

différenciation
C Totipotentes » oligopotentes> populations cellulaires# = € unipotente.

B) La différenciation débute des le stade 1 blastomért donc des la
fusion du spermatozoide avec I'ovocyte secondaire.

Elle déclenche I'orientation et la mise en architez de 'embryon.
Pendant toute I'embryogénéee Mise en place des organes a l'intérieur de I'erabry

Au niveau de la phytogénése (deuxiéme stade goigbete multiplier les cellule®® atteindre
un niveau de soma importante ????)

Egalement présente a I'age adulte, notamment gaokessus de régénération des cellules des
tissus des organes des systemes grace aux cslhulelses nichées en leur sein.

La différenciation
- élabore le schéma fonctionnel de l'individu
- le pérennise dans le temps
- permet l'ontogénese qui elle-méme s’inscrit dans I'embryogénese (fation de
I'embryon puis du foetus)

1) MECANISMES DE LA DIFFERENCIATION.

Les principaux mécanismes sont :
- épigénétiques
- environnement
- programmes génétiques homéotiques (Code Hox —Raxie



A) Mécanismes epigenétigues :

Ensemble des modifications :

- Transmissibles d’'une génération a l'autre qui patié&re réversibles.

- Permettant I'expression génique sans altération séggsiences nucléotidiques et qui
forment — au fur et a mesure de la différenciatiodes territoires chromosomiques
essentiels pour la communication et le partage’id®rmation transcriptionnelle au
niveau de régions particulieres des chromosomes.

1. Compaction, décompaction et territoires chromosomiges

L'épigénétique permet une compaction / décompactiomprécise du matériel génétique
dans le noyau.

Compaction : hétérochromatine

Décompaction : euchromatine.

Hétéro et euchromatine ne flottent pas dans le noyade facon aléatoire.
= Elles sont accrochées, par I'hétérochromatinecttrale (2 régions: télomeres et
centromeres)

Ces régions
- Permettent aux régions euchromatiniennes de s’i@sspour former les territoires
chromosomiques» expression et une différenciation génétique peécis
- Permettent d’associer les différents chromosomee enx.
- Permettent d’attacher les hétérochomatines a da®ipes de la matrice nucléaire,
grace a des séquences d’attachement MAR (mataghettnent regions) Les MAR sont
des séquences hétérochromatiniennes.

A c6té de ces MAR> hétérochromatine spéciale isolatrice qui dissdogrcloisonnent les
territoires chromosomiques en créant des poches ldanoyau, suffisamment indépendantes
pour générer une différenciation particuliere.

Les protéines peuvent s’associer a I'enveloppeéaird ou a d’autres protéines a l'intérieur du
noyau.

On peut mettre en évidence les territoires chrommicpaes grace a des Ac marqués au FITC
dirigés contre les PML.




Les territoires chromosomiques sont tous différemtgonction de I'état de différenciation des
cellules considérées.

Mutations des protéines de liaisons (P des corpkads ?? ou PML)>» désorganisation de
'expression nucléaire¥» engagement dans les voies de dédifférenciatidnla@ieé et donc
dans la promotion déoncogenese

Les translocations, les grands réarrangements dsmmques vont eux aussi aboutir a des
disfonctionnements qui peuvent soit s’ils sont ttuEs aboutir & la tératogénécité (bébé
rigolos) mais aussi dans une certaine mesure alauxivoies déoncogénése

L’épigénétique caractérisée par

- la modification chimique de I'ADN (cytosines susléots CPG de 'ADN, +/- DMR).
Ces modifications chimiques sont la premiére étipképigénétique transmise.

- Association de I'ADN avec les protéines chromatinies (histones)

- Modifications chimiques des histones qui déternonerle type de compaction de
I’ADN, (embobinage et désembobinage) et donc Iazipdgé de lire cet ADN

- Ces modifications des histones créent le code Bgigpie qui est une combinatoire
extrémement importante et complexe qui va perméitrerémentation de la molécule
d’ADN.

- A co6té de ces mécanismes, il faut considérer ure autcanisme : faisant intervenir
I’ARN interférentiel

Les histones peuvent étre
- Phosphorylés
o Phosphorylation des sérines 10 et 28de I'histone=»3mise en place du
chromosome mitotique.

- Acétyles

- Méthylés, dans les régions hétérochromatiques des celolasitiques.
o Meéthylation de la lysine 9 de I'histone H3

- Ubiquilés
0 => permet la dégradation des protéines.
0 = réparation de I'ADN
o => contrble du cycle cellulaire
o = réponse de la cellule au stress.

Modifications des histones particulierement con@md surl’extrémité N-TER. Elles
permettent ouverture/fermeture +/- fine de la deuielice d’ADN vis-a-vis des facteurs de
transcription, deréparation, et deréplication.



2. Le mécanisme d’ARN interférentiel permet d’éteindre completement
I'expression d’'un chromosome (I'empreinte chromosomue)

EXEMPLE 1 : Inactivation du chromosome X

Inactivation du chromosome khez la femelle encore appelée femme chez I'hompiersa
(sic!!), et qui permet la compensation du dosage génanez la femme vis-a-vis de
’lhomme.

Cette masse hétérochromatique TRES importantebsstimable sous la forme d@orpuscule
de BARR dans le noyau interphasique.

Le mécanisme qui permet I'empreinte chromosomigsteappeléLYONISATION et fait
intervenir le centre d’inactivation de I'X, qui estnécessaire et suffisantpour causer
l'inactivation. (Si on effectue une translocatioe de centre d’inactivation sur un autre
chromosome, ¢a l'inactive aussi en totalité.)

Le centre d’'inactivation de X contient des geneisvgat transcrire® ARN Xist et TSix non
traduits (= non messagers) et produits en massgassocient aux séquences LIN et SIN du
chromosome > modification des histone® HYPOACETYLATION des histones H3 et H4
=> mise en place dmacro histone H2A.

Ce nouvel histon® compaction intense et un bouclage total de taigéaes portés par X.
Ainsi 1 seul X pourra étre exprimé chez la Femme.

EXEMPLE 2 : empreinte génomique parentale. (EGP)

Inactivation de certains gene® compensation du dosage génique et qui vont éjpesas
dans le germen

L’'apposition de cette EGP est sexe dépendantepddses des régions chromosomiques qui
sont éteintes sont toujours les mémes chez lespdleoujours les méme chez les femelles.

Lors de l'association et lors de la fusion des biyples des cellules germinal®s une seule
copie s’exprime du fait de 'EGP au niveau du gene.

L’extinction génique peut étre beaucoup plus fineteaffecter seulement un gene.
Elle empéche sa transcription et on parle alorstifietion transcriptionnelle

3 mécanismes a retenir :

- Soit extinction directement au niveau de la transdption : mécanisme de TGS.

- Soit elle empéche sa traductionmécanisme de PTGS

- soit rétrotranspositions qui font intervenir des ARN interférentiels quintcse lier sur des
sequences LIN et SIN.



Ces mécanismes
- utilisés pour faire de la reprogrammation cell@dair
- Initient des effets de position que I'on peut rartcer dans les syndromes polygéniques
- Interviennent dans des mécanismes beaucoup pluslees qui sont l&ransvection,
la paramutation, et I'effet maternel

Plusieurs chromosomes sont concernés par I'extimgiénique, notamment chromosomie 1 6
7 11 13 14 15 18 19 20 sont des chemmes qui subissent I'empreinte génomique
parentale.

Toute mutation, translocation, ou délétion, ou afcpltion de ces régions vont aboutir a
uizomies monoparentales et autres syndrémes géaesétiq

Ces empreintes sont effacées dans les organedsseruiembryon, et en fonction du sexe de
'embryon, il y aura une apposition génétiqgue areau des chromosomes susmentionnés.



B) Environnement : la composante spatio — temporelle.

Fondamentale pour initier la différenciation. Cettitiation peut étre illustrée au niveau d’'un
espace particulier : localité unique intra ou extedl caractérisée par une compo chimique
unique.

EXEMPLE 1: entrée du SPZ dans 'ovocyte.

Le SPZ détruit la zone pellucide a un endroit [ECi
Cette entrée est reconnue par l'ovocyte grace biguitination du matériel paternel et
particulierement du chondriome localisé a la baskdéte du spz.

L’'ubiquitination =» accumulation d’ubiquitine au niveau d’'un des po®scréation d'un
gradient permettant a la mitochondrie d’induire certainsnege du génome maternel

notamment legeénes chef d’orchestre

Cette mise en mouvement environnementale est dselys le premier stade et s'inscrit de
maniere durable au niveau de la morg#apolarisation du globule polaire en 3 et par une

polarisation des cellules qui se sont divisées dgi@éne asymétrique.

Cette polarisation se complexifie au cours desstims successives et va engendrer un
changement de composition extracellulaire qui ienotéune matrice extracellulaire au niveau

de la morula et du blastocyte.

La composante spatio-temporelle génére des cafitgganisation cellulaire qui localisent une
multiplication de cellules qui a la fois va renolerdes cellules souches inscrites au centre du
centre organisateur mais aussi la formation deleslidifférentiées de part et d’autres du centre
Organisateur qui vont suivre des programmes caldaprimordiaux (hox, pax) qui
détermineront la régionalisation des cellules @o de la structure 3D de I'embryon.



EXEMPLE 2 : chorde issue du mésoblaste axial : stature
mésenchymateuse ordonnée.

=>» Cette chorde diffuse protéirgHH (Sonic Hedgehog. Et aussi DHH et IHH mais osef un

des 3 protéines impliquées dans la voie de sigttalis hedgehog

La protéine SHH = ligand de la voie hedgehog

=>» role clé dans la régulation de I'organogénésevddgbres.

Elle diffuse dans la MEC autour de la corde et crégradient de concentration (trés concentré
proche de la corde, moins concentré quand on gi#ddi Ce gradient de concentration va avoir
des effets différents sur les cellules de I'embrgarfonction de la concentration rencontré par

les cellules environnantes.

La chorde constitue une sorte de baguette rigadellle constituée de grandes cellules entre le
tube neural et le tube digestif. Elle va étre ltinteur de I'invagination ectodermique qui recoit

les plus fortes concentrations de protéine SHH.

L’ectoderme qui recoit I'induction de la corde dmesva s’invaginer, formant une gouttiere,
qui va se désolidariser entierement de I'amniosjatent, et former le tube neural qui va lui

méme étre constitué de cellules qui va exprimééréifitiellement des cadhérines en fonction

e N ol
® [

Chorde (notochorde)

neural I!.lh:
s cells expressing E-cadherin
== cells expressing cadherin 68
— cells expressing N-cadherin
m=m cells expressing cadherin 7

du gradient SHH, formé par la corde qui est souslde (mais on le voit pas sur le schéma)



Cette présence de la chorde va orienter et permetrune expression différentielle des
cadhérines qui va s’exprimer de facon symétrique sous letabural et qui par le gradient
SHH vont se différencier pour former d’autres typelulaires qui vont migrerles cellules de

la créte neurale.

La seule différence qui existe entre les cellulestabe neural c’est leur environnement

epiblastique dorsalement et chordal ventralement.

L’induction de la formation des cellules de la eréteurale est faite a partir de l'induction

ectoblasmique sous le tube neural a distance dals8HH ou la concentration SHH est faible.

Ces cellules de la créte neurale vont avoir plusiggpes d’expressions :
- cadhérine 7

- N cadhérine

Et elles vont s’invaginer, migrer, pour aller cotusr une fraction non négligeable de cellules

qui vont entrer dans la constitution des tissusodganes.

Les cellules a créte neurales, permettent notamdiétatblir :

- Le systeme endocrine diffus,

- Le systéme satellitaire ganglionnaire,

- Une partie des neurones ganglionnaires

- Une fraction des cellules astrocytaires

- Les futurs mélanocytes qui vont incorporer la ceuchasale de [I'épithélium
épidermique et notamment permettre la productiormédanine (pigment protection
uv)

Les mélanocytes peuvent étre localisés dans laheobasale de I'épiderme grace a leur
production en cadhérines particulieres + certaatselirs caractéristiques dans leur partie la

plus différenciée, notamment les pigments de mé&ani



C)Programmes génétigues de I'axe antéro-caudal : Codmx

Le code hox permet aux cellules d’établir une lisedion bien précise d’avant en arriére sur
I'axe antéro caudales géenes qui participent sont homéotiquda plupart du temps :
déterminent les plans d’organisation d’'un étre nivet donc la place des organes les uns par
rapport aux autres.

Déterminent 3 axes :
- antéro caudal
- dorso-ventral
- latéralisation

La mutation de ces genes homéotiques va engentganauvaise disposition des structures au
niveau d’'un individu, et la mutation de ces germs sommées homéoses. On parle aussi de
mutation homéotique.

Exemples :

= Mouche antennapédia elle possede des pattgdackdes antennes

=>» Souris hox C8 : qui régule le type de vertébresblaires et thoracique® la pauvresse a
des cbtes surnuméraires.

Le code HOX :
4 complexes (10 génes chacun environ) caractériges leur colinéarité.

Les génes sont placés dans I'ordre dans lequel sisnt exprimés:
- Le gene en 3’ du complexe est exprimé en premigpoagticipe favorablement au
développement des structures antérieures.
- Un gene plus médian participera au développemenstiectures medianes.
- Les génes exprimés en derm®rstructures postérieures.

La colinéarité permet I'étude du génome d'organsmet ['établissement d'arbres
phylogénétiques : ¢a correspond au maintien ddréodes génes entre deux génomes.
Les génes sont extrémement conserves chez lesgtaess pluricellulaires organiseés.

Dix Collagen Evx HoxA ErbB
Chr 7 () —HE—— —O— OO — O O O ——————

Chr 11017) 8o MmO Dl el e, i T —
r 3 1A 13 » 8 7 8 5 4 3 2 1 LIS Fr E

HoxC
Chr S(12) a8 S D - TR - T
247 2 e 8 B [] £ 4 Fraly




Chiffres entre parentheses : chromosome humain

7 17 12 2 sont les genes sélecteurs, qui particgpdan sélection d’autres voies secondaires (de
mise en place des structures) mais qui sont leesgprinceps (chef d’orchestre) permettant
l'induction des différentes voies.

Ces génes possédent une «boite homéotique » (onédiwite), séquence d’ADN.
Une boite 180 PB codant 60 AA® forme un homéodomaine.

Un géne avec une boite code une protéine qui efstateur de transcription princeps destinée a
activer en cascade d’autres genes, c’est pourfsiaigpelle chef d’orchestre.
code pour la branchomérisation des parties craagmeédianes et caudale de I'embryon.

Certains génes du complexe hox : post n@dbrmation glandes mammaires
(Plus du tiers des mutations des genes hox sorpletement |étales.)

Les vertébrés possedent 4 complexes. Chaque grdeipgenes est sur un chromosome
différent. Et I'ordre des genes sur chaque chromasest identique.

On considére que les complexes sont issus d'undleoduplication d’'un chromosome
ancestral. B Il 2> IV
‘est pour cette raison qu’on considere les geneX bE@nme paralogues.

Voies de transduction associées a I'expression dgmes sélecteurs :

Ces génes HOX permettent les transcriptions, lesswassentielles associées a I'expression des
genes sélecteurs et qui participent a la difféedion et la mise en place des organes dans
'embryon.

- Sonic Hedgehog

- Le TGF-B/BMP / sérine / thréonine kinase réceptors

- Voies WNTS

- Voie Notch

- Nuclear hormone receptor

- Receptor tyrosine kinases des ligands FGF EGF iG#ih
- G Protein coupled receptor

Mutation des protagonistes de ces voie® déstructurations au niveau de I'embryon



D) Réles de I'épigénétique, de I'environnement, et da
programmation.

Organisation des tissus, organes, systemes saxdéssAC et DV
Le développement de I'embryo® 23 stadesreprenant les différentes inductions, les
différents centres organisateurs pour engendrer sineture morphologique coordonnée,

fonctionnelle, I'embryon.

Stade 1: J1 de la fécondatio® zygote conceptus ou ceuf

Stade 2 : J2 a 3 apres fusio® formation des blastomeres

Stade 3: J4 J5 : segmentation, ébauche disque di embrirergidermique

Stade 4 : J6 début de la nidation : adhésion sur I'endoeneichéma différenciation au
contact du tissu matérnel

Stade 5: J7 < J13 / formation des vésicules annexes de Fgonb= vésiculines vitelline,

cavité amniotique mise en place de la plaque pnéter

Toute malformation lors d’'un de ces 5 staseslestruction embryon
Les anomalies qui peuvent étre visualisées ne pewa@respondre qu'a des malformations

post-stade 5.



1) ANOMALIES ELEMENTAIRES

Anomalies : syndromes et Iésions. Primaires ourstaioes.

A) Malformation :

Anomalie morphologique d’'un organe ou d’'une papties grande : développement anormal.
- Ex:gene PAX 62 agénésie de l'iris (pas d'iris)
- Ex: malformation hoxd13 fusion des phalanges modfanisatior® syndactylie.

B) Dysplasie:
* Dysplasie

Organisation anormale des cellules dans un tisus
ses conséguences morphologiques : dyshistogénes
Absence de fermeture du tube neural postérieur
antérieur (spinabifida)

Ca aboutit a des trucs dégueux : perte de motetité
de mobilité en dessus de I'absence de fermeture

Omphalocéle: absence de fermeture de la paroi
abdominale antérieure du fcetus.

_ ....I--

Malformation et  dysplasies sont directement consétives d'une anomalie des
mécanismes de la différenciation.

D’autres secondaires dues a un disfonctionnemeyanaque ou altération du développement
par une étiologie extrinséque.

C)La disruption :

Ex : prolifération de I'amnios formation de brid#s peau qui entrent en relation avec les tissus
en cours de génératied ca aboutit au sectionnement des membres

D)La déformation :

Anomalie de forme taille ou position d’'une partie dorps provoquée par des phénomenes
meécaniques

Exemple : hypoplasie pulmonaire ou réngediminution de la prod® du liquide amniotique
qui va contraindre I'embryon puis le faetus danpdahe amniotique et générer une fixation
des membre®» pieds bots



V) DIFFERENCIATION ET
DEDIFFERENCIATION CHEZ L'ADULTE

Différenciation au niveau de cellules souches adulicalisées dans les niches.

Ces niches produisent de maniere continuelle dislese qui vont étre pluripotentes puis
oligopotentes, et enfin unipotentes pour permeterégénérer certains cellules comme les

granulocytes, plaquettes, globules rouges...

Cette régénération a un lieu de production quicestoelle osseuse ou est localisée les cellules
souches pluripotentes. Ces CS pluripotentes regbides signaux spécifiques qui vont
permettre notamment de dériver les CS myéloide€8dymphoides.

Ces CS lymphoides et myéloides vont avoir un difgiein particulier qui leur permettront de
rencontrer des centres cellulaires d’induction ‘ergénisation qui produisent des facteurs
paracrines particuliers (CFU GM CFU MEG BFU-E) germettra une orientation particuliere

des CS oligopotentes en cellules unipotentes diff@ées au niveau des tissus cibles.

La matrice extracellulaire de destination et sa position est extrémement importante pour

permettre la transformation de CS oligopotentesedinle unipotente différenciée.

Dans certains cas pathologiques : arrét de lardiff@ation causé par des virus, des mutations
ponctuelles (environnement toxique) ou accumulatdenmutations qui s'additionnent a des
mutations héritées, bref, une instabilité génomiqueengendre l'arrét de la différenciation
voire une dédifférenciation qui pourront étre rgweanmeées pour uniquement se multiplier. Ca
peut étre le cas dans la moelle osseuse et comaeriggriement les CS pluripotente, qui vont
complétement envahir le sang, (induction de ladenie ou leucose)

Ces leucémies vont étre préjudiciables pour lautiton sanguine, mais en plus, elles vont
étre compétitives vis-a-vis des cellules unipotenddférenciées, et leur surproduction va
engendrer une chute de 'immunité.

Lorsque la dédifférenciation concerne des cellutB§a engagées dans le circuit de
différenciation on parle de lymphome = cancer glit6alisé et qui se développera au dépend
des cellules lymphocytaires.

La prolifération cellulaire maligne est localiséand les organes lymphoides secondaires
(DIFFERENT LEUCEMIE)



