


Des effets spectaculaires de I'épigénétique |

Toutes ces souris sont génétiquement identiques. Les
_ variations de coloration sont dues aux différents degrés
. d'expression du gene agouti.

Yellow Slightly Mottled Heavily Pseudo-
mottled mottled agouti

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, Aug. 2003, p. 5293-5300



I Des effets spectaculaires de I'épigénétique ! |

Une souris qui a une forme mutante du gene Mest soumis a
. 'empreinte parentale (droite) ne retrouve pas ses petits et

I ne les protege pas comme la souris sauvage (gauche) :

Science (2001) 293:1075



Des effets spectaculaires de I'épigénétique !
L'inactivation du chromosome X chez les
mammiferes conduit a des chats calico

- -




Des effets spectaculaires de I'épigénétique :
Des clones qui he se ressemblent pas |

"
[

at et sa me > 7 -
Copy cat et sa mere ? Son Jumeau? rainbow

Cloner votre animal favori pour 32 000 $ cela n'en vaut pas la peine les clones ne se ressemblent pas'!

PetBank
Gene Banking for Every Pet & Budget




Des effets spectaculaires de I'épigénétique !
Si lI'on change la régulation épigénétique on change la
~ destinée des cellules

Cours Université Paris 6
Publicité N. Observateur 2006



Des effets spectaculaires de I'épigénétique !
tout est dans les genes?

Pourtant méme identité génétique !
Science (2001) 293:1075
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Différents exemples des effets de I'épigénétique:
‘Empreinte génomique parentale
*Inactivation de I'X

-«Silencing» des séquences répétées

*Activation/inactivation des genes homéotiques
*Influence du régime alimentaire sur I'expression des génes
-Vieillissement






En 1942 Waddington propose le terme
d'épigénétique pour rendre compte des
relations génotype et phénotype

T

Nature Review Genetics 2002 vol 3 889-895



En 1994 R. Holliday élargit la notion
d'épigénetique

e

"Etude des changements dans | 'expression
des génes gui sont héritables lors de la mitose

et/ou de la méiose, et qui ne résultent pas de
modifications de /a séguence de | ADN"

- i
I —_—

’ Holliday R. Epigenetics : an overview. Dev Genet 1994 ; 15 453-7.



Génctique versus Epigénétique

&= Modifications genetiques

Mutation : Altération de la séquence nucléotidique

Héritable ! @ Irréversible !

Modifications épigénétiques

Aucune altération de la séguence nucléotidique

Modification de I'activité transcriptionnelle des genes

ADN CHROMATINE
Méthylation de I'ADN Modifications post-traductionnelles
(flots CpG) des histones (code histone)

ARNSs régulateurs
Héritable | B Réversible !

F. Péronnet 2006



gy AVERT MNOUNGED HS ReSULTS IN (40, FAW SUavTiaTs
GELIEVED MY | y)
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Gonick & Wheelis (1983) The cartoon guide to genetics



Ou agissent les processus épigénétiques?

Essentiellement sur la configuration de la
chromatine

Le support de l'information génétique
ce n'est plus 'ADN c'est la
chromatine |




Il vous faut garder en mémoire la compaction de la chromatine :

1 metre 60 d'’ADN dans un noyau de quelques microns!

O A dul.lbh. hL]l;-uc

Core of elght
histone molecules

A0 nm

T
VLR A A BB -’w 1400 nm
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@ 1998 Singuer Associates, Inc.
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Les marques épigénétiques conduisant a
I'expression ou a la répression des génes

Méthylation de |I' ADN

Modifications post-traductionnelles des queues des
histones : méthylation, acétylation ...

Variants d'histones : isoformes non alléliques des
histones

Association avec des ARN non codants

D'apres F. Péronnet 2006



Méthylation de 'ADN :

Elle conduit a l'inactivation des genes




méthylation :qjout d'un groupement methyl par des ADN méthyltransférases

cytosine |

— L ——

_ 5 méthyl-cytosine

cytosine-C5
méthyltransférase

d-Rib d-Rib
pas d'altération notoire de la structure de la double hélice

—

B

‘La méthylation de 'ADN se produit sur les

cytosines présentes dans les dinucléotides CpG

F. Péronnet 2006



La répartition de la méthylation dans le génome

g N Y e N A
Region regulatrice-| Exon1 jH 2]+ 3 ——

I

Equ nc re et

Au sein des génes, les méthylCpG sont généralement absents des séquences régulatrices et
des premiers exons.

La majorité de CpG méthylés sont retrouves au sein de sequences repetéees (comme les
satellites ou les sequences LINES et SINES) et de sequences parasites.

T = cytosine méthylée

T: cytosine non-méthylée

I_:site de départ de la transcription

Rachel DEPLUS Theése de doctorat présentée en vue de l'obtention du titre de Docteur en Sciences
Biomédicales Mars 2005 UNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES Faculté de Médecine

Laboratoire de Virologie Moléculaire.




La méthylation chez les mammiferes

MXAXXY

Vague de déméthylation

v

CH, | cH,
CH,

onmtah replication
cam plex

Méthylation de novo Méthylation

de maintien

Rachel DEPLUS Theése de doctorat présentée en vue de l'obtention du titre de Docteur en Sciences
Biomédicales Mars 2005 UNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES Faculté de Médecine
Laboratoire de Virologie Moléculaire.




MeCP2 reconndit les ilots
CpG méthylés et recrute
plusieurs protéines dont les
histones déacétylases

HDAC2

TRD
MeCP2

MBD

Compaction de la
chromatine répression de

I'activité du gene
= —

This presentation is the copyrighted property of Huda Zoghbl, M.D., Howard Hughes Medical
Institute and Baylor College of Medicine.



. Importance du phénomene : .

Syndrome de Rett est associé chez I'homme a une
mutation dans le gene MelP2 (Xq28) .

Développement apparemment normal jusqu'a |'age de 6 a
8 mois

Absence d'un développement normal du langage

Mouvements répétitifs des mains (lavage de mains,
torsions, etc.)

Apraxie/ataxie du tronc et perte de |'utilisation
volontaire des mains

Démarche instable ou mal assurée



L'empaquetage de la chromatine dépend de quatre phénomenes épigénétiques :

(2)les complexes remodelant la chromatine




Les complexes remodelant la chromatine
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http://www.unc.edu/courses/2005spring/path/225/001/Weissman
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Les complexes remodelant la chromatine

O e ———

Complexe

SWI-SNF

Mi2/NURD

protéines

Role

Assemblage chromatine

Activation ou réprassion
transcriptionnelle

Répression
transcriptionnelle

Répression
transcriptionnelle

Mécanisme

Déplacement
nucléosome

Déplacement
nucléosome

Déplacement
nucléosome

Désacetylation des
histones

Ciblage

Activateurs génes
spécifiques

Facteurs de réplication
?2?9?

Reépresseurs genes
spécifiques
ADN methyle

Rachel DEPLUS Thése de doctorat présentée en vue de I'obtention du titre de Docteur en Sciences
Biomédicales Mars 2005 UNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES Faculté de Médecine
Laboratoire de Virologie Moléculaire.




Remodelage par le complexe SWI/SNFde la chromatine

\

www.unc.edu/courses/2005spring/path/225/001/Weissman



http://www.unc.edu/courses/2005spring/path/225/001/Weissman

Remodelage par le complexe SWI/SNFde la chromatine
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www.unc.edu/courses/2005spring/path/225/001/Weissman
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Remodelage par le complexe SWI/SNFde la chromatine

www.unc.edu/courses/2005spring/path/225/001/Weissman



http://www.unc.edu/courses/2005spring/path/225/001/Weissman

Remodelage par le complexe SWI/SNFde la chromatine

www.unc.edu/courses/2005spring/path/225/001/Weissman



http://www.unc.edu/courses/2005spring/path/225/001/Weissman

L'empaquetage de la chromatine dépend de quatre phénomenes épigénétiques

(3) les modifications des queues amino-terminales des histones et les variants
d'histones




I Le code histone le marquage de la chromatine .

(Strahl & Allis, 2000)
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| I|< C e methylation

b ) ® phosphorylation
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Genes Dev. 2001 15: 2343-2360

La combinaison de modifications post-traductionnelles
des queues des histones constituerait un code

spécifiguement reconnu par des complexes protéiques.







Conséquences de l'acétylation des histones

Histones acétylées
Chromatine relachée

@0
/C OCCH3

%(» OFF

Histones désacétylées
Chromatine compacte

Rachel DEPLUS Theése de doctorat présentée en vue de l'obtention du titre de Docteur en Sciences
Biomédicales Mars 2005 UNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES Faculté de Médecine
Laboratoire de Virologie Moléculaire.







Le terme de méthylation recouvre différentes possibilités |

a

-I'T"L.H'_'J oo

+HM-C=H
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HN=-C-H A e tHMN-C-H M HN-C-H
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1 1 1 1

MH* L L M

HGC” |[| “H H,C :L " CH, HG ! ™cH,

CH

3

Lysine Monomethyl lysine Dimethyl lysine Trimethyl Iysine

Symmetric
dimethyl arginine
“HMN- C-H
(cHy,
M=H
G=NtH

i L
N [cH

Asymmetric
dimethyl arginine

_t)‘ Shilatifard A. 2006,
"\ Annw. Rev. Biochem

Le résidu lysine peut €tre mono-di ou tri méthylé par les histone méthyl transférases (HMTases)
comme les complexes Setl/COMPASS ou son homologue humain MLL complex. Le résidu arginine
peut subir une diméthylation symétrique ou asymétrique par l'arginine méthyl transférase.




Modification des histones et reconnaissance de la marque

A
; ﬂ SUV39H = méthylation de la lysine 9 de
g - I'histone H3 reconnue par HP1
K E % K
g
B
x PCAF acétylation de la lysine 8 de I'histone 4

reconnue par BRG1

EZH2 méthylation de la lysine 27 de I'histone
H3 reconnue par la protéine PC

Rachel DEPLUS Thése de doctorat présentée en vue de I'obtention du titre de Docteur en Sciences
Biomédicales Mars 2005 UNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES Faculté de Médecine
Laboratoire de Virologie Moléculaire.



macroHZ2A

HZABEBD

Les variants d'histones

Canonical core histone

Transcriptional activation

Kinetochore assembly

Canonical core histone

DNA repair and recombination,
major core histone in yeast

Gene expression,
chromosome segregation

X chromosome inactivation,
transcriptional repression

Transcriptional activation?

Canonical core histone

Canonical core histone

MNature Reviews | Molecular Cell Biclogy

Nature Reviews Molecular Cell Biology 6, 139-149 (2005)



L'empaquetage de la chromatine dépend de quatre phénomenes épigénétiques :

(4)Les ARN non codants




Les ARN non codants tiennent un réle de plus
en plus important dans les régulations
épigénétiques et ils sont nombreux !

ARN interférents (siRNA)

Micro ARN (miRNA)

ARN double brin (ds RNA)

ARN hétérochromatique (sh RNA)

Produits de transcription des
séquences répétées (ALU, LTR)




pri-miRNA

Exemple de la
synthese d'un
mIRNA

— NucLEys
CYTOPLASM

Lie»

" TITITIRITT TTT0T




Mode d action des ARNInon codantis

Coupage de 'ARNds
en siRNA par le complexe
DICER

j
T TrT::-m-::'r’i-aur — T Trr::-r'm:;ur )6—’

Ciblage des Dnmt grace au siRNA
et établissement de la répression

Rachel DEPLUS Thése de doctorat présentée en vue de I'obtention du titre de Docteur en Sciences
Biomédicales Mars 2005 UNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES Faculté de Médecine
Laboratoire de Virologie Moléculaire.










Chez la drosophile le rapprochement du locus white de

I'hétérochromatine va conduire a un phénotype particulier de l'ceil

Euchromatine Hétérochromatine

Chromosome X +

Chromosome X
Inversé le locus w+est
rapproché de
I'hétérochromatine

"Phénotype mosaique causé par le -
déplacement du gene w* de 'euchromatine

_ . vers I'hétérochromatine”
AL \

\



Explication du phénomene

(b)

[E)_ 55A -
¥ TO¥N

5 O -
[ RN ~ ~

-

(Chromosome
rearrangement)

W+

Current Opinion in Genetics & Development




L'hétérochromatine n'a pas de frontiére fixe elle peut
s'étendre plus ou moins loin dans l'euchromatine
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DMNA methylation

Histone deposition _ Histone code . Lhr[::ma_tm
and exchange —* —* remodeling

N

Muclear Untranslated
organization RNA

Current Qpinion in Genetics & Development _—

Margueron ,Current Opinion in Genetics & Development (2005)



Deux exemples de phénomenes épigénétiques chez I'homme:

‘Tnactivation du chromosome X

‘Empreinte parentale



| L'inactivation de I'X connue sous le nom de lyonisation
Mary Lyon chercheur britannique ayant proposé I'hypothese suivante en 1961:
*Tot dans I'embryogénése du sexe féminin, un X est inactivé
-L'inactivation se fait au hasard dans chacune des cellules
*A peu pres tous les genes de |'X inactivé sont réprimés
-L'inactivation est permanente et maintenue lors des mitoses




- =

L., Sutarte
maniere aleatoire,

I'un des deux chromosomes
X est inactivé a un stade
précoce du développement.

Cette inactivation

est

ensuite maintenue dans
toutes les cellules filles.
On obtient ainsi

des

Fécondation

Inactivation
aléatoire d'un des
deux X

Maintien de
I'inactivation
durant les mitoses

Mosdique







g Mature gameteas

Ezstablizhrnarnt of
garmlineg imgprint?

f Primordial
germ oalls

E=tablishrment
of imprinted
X-chromosome

b Blastooyst

X-chromesome iractivation

¢ Flacenta

I ] '
P LR R R

kaintenance

of imprinted
X-chmomosome
nactivation

Nature Rev Genet 6:410, 2005




L'ARN Xist (X mac‘rlve specific ’rr'anscr'l‘r)
* Long de 17 kb il n'est pa ag ouvre le 0 Mb du chromosome X

Way stations
(LINES?)

Aist RNA coating

...........
------------------------

A model for X inactivation
Avner P. & Heard E. Nature

@ MacroH2ZA recruitment
Histone H3 and H4
hy poacetylation

reviews genetics 2001.




iy ClCT\/Ci‘J‘JO'{l o2
ricisel

~lerchromosome: X
inactive est toujours
celui du pere




Un deuxieme effet épigénétique : I'empreinte parentale
chez les mammiferes

Café des Sciences Moulins de Beez 4 mai 2004 Dessinateur J. Sondron



Empreinte parentale chez les mammiféres
ou les génomes ont un sexe |
La parThenogenese n‘est pas viable chez les mammlfer'es

, - e e —
e ——— -—-..--—ﬂ_.__.-— —- ——

= — =

2 génomes maternels 2 génomes paternels -

Gynogénotes Androgénotes
e.

o)
Embryons

uniparentaux
obtenus

par transferts
nucleaires

Génome paternel nécessaire pour
le développement du placenta

Génome maternel nécessaire pour
le développement de I'embryon

® O
*---- — (Y

- .
- —

Retard de croissance Peu développés
25 somites Embryons 6 a 8 somites

Tissus extra Abondants

Hypotrophiques embryonnaires mais normaux

Contribution Mésoderme

Ectoderme ) I
- tissulaire muscle
CGﬂ:t):i;:tir;bral des cellules ES squelette
en chimeres systéme limbique

médecine/sciences 1999, 15 : 528-34



Les conséquences de I'empreinte parentale:
une entorse aux lois de Mendel chez I'homme

2 syndromes neurologiques distincts suivant qui du pere ou de
la mere transmet une délétion du chromosome 15:

Angelman et Prader-Willi

Cette délétion comprend une région soumise a |'empreinte
parentale




Les syndromes de Prader-Willi et Angelman

| Prader Willi :

~ Hypotonie
Obésité
Hypogonadisme
Retard mental léger

Angelman

Retard mental sévere
Convulsions

Fou rire sans justifications

—— Boys with Prader-Willi (left) and Angelman (right) syndromes
. http://152.16.198.53/GeneticsModules/Design/CourseMa
in.asp?CourseNum=2&LessonNum=1&SlideNum=1
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- Région
soumise a
'empreinte
parentale

o

Chromosome

Individu normal



Délétion de la

r'c/( | 0

Y al

de la mére

Syndrome de Prader Willi Syndrome d'Angelman -



Allele maternel

Alléle paternel

OFF
—[a(. |gf2

( CTCF — ON

't %6 OFF

- HI19

Figure 7: Etablissement de 'empreinte génomique au niveau du locus

Igf2/H19

Le géne H19 est transcrit exclusivement a partir de I'alléele maternel tandis que
I'expression du géene Igf2 provient de la copie paternelle. Sur I'alléle maternel, la région
régulatrice du géne H19 est non méthylée ce qui permet au facteur de transcription
CTCF de s'y lier. Cette liaison empéche les enhancers de stimuler la transcription du

géne lgf2 situé en amont.

Par contre, sur I'alléle paternel, la région promotrice de H19 est méthylée, ce qui
réprime la transcription de ce géne et inhibe la liaison de CTCF permettant alors
I'activation d’lgf2 par les enhancers.

Rachel DEPLUS These de doctorat présentée en vue de l'obtention du titre de Docteur en Sciences
Biomédicales Mars 2005 UNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES Faculté de Médecine
Laboratoire de Virologie Moléculaire.




Caractérisation des alléles soumis a I'empreinte parentale

Allele 1

Encyclopedia of Life Sciences Miguel Constancia Genomic imprinting at the transcriptional level 2006



L'empreinte parentale pose des problemes

notamment dans les expériences de clonage des
mammiferes.

Elle peut rendre compte de la faible efficacité du
clonage

Elle rend douteuse la réussite de telles
expériences dans un proche avenir




Clonage par transfert de noyau ou de
cellu

-Déprogrammation de I'épigénome Sy Y
‘Remise en place des marques épigéneétiques R e A W

CeIIuIe du donneur

'; S Fusion des cellules
@ Par choc électrique

oocyte . T e
® C
Le noyau est 6té

rd

Division de —
I’ceuf
ex-vivo

Embryon

Réimplantation de I’embryon
dans une mére porteuse




Pourquoi ce phénomene d'empreinte génomique ?

L'empreinte génomique est elle la conséquence d'une guerre de
conflits d'intéréts entre les alleles madle et femelle ?

‘Les alleles du péere ont de meilleures chances de se transmettre si
I'enfant se porte bien et ceci méme au détriment de la mére
‘Inversement les alleles de la meére seront transmis si la mere est
épargnée par la gestation.

Par conséquent :
‘Les génes a expression paternelle favorisent la croissance
‘Les génes a expression maternelle limitent la croissance

Cette hypothése (la plus répandue mais pas la seule) explique pourquoi
'empreinte est limitée aux mammiféres et aux angiospermes deux
phylla dans lesquels le développement est colteux pour la mere.




Pour terminer : Nutrition et épigénétique

Yellow Slightly Mottled Heavily Pseudo-
mottled mottled agouti

-—'"tEs souris jaune ont un
locus agouti hypométhylé
- les brunes une locus agoufti
hyperméthylé
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Distribution de la couleur pour des
descendants de mere alimentée:

avec un régime pauvre en donneurs de
groupement méthyle (blanc)

ou riche en donneurs de groupement
méthyle (noir)

Molecular and cellular Biology 2003, 5293-5300



T

Le passage a travers la lignée germinale d'une
marque épigénétique montre que le profil de
méthylation n'est pas complétement effacé
lors de la gamétogenese.

Alors s'agit-il d'une hérédité des caracteres

acquis?

Retour vers Lamarck ?



Conclusion 1:

I'épigénétique permet d'obtenir des phénotypes
différents sur les mémes bases génétiques
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Conclusion 2

Un nouveau dogme de la Biologie Moléculaire
est proposé |




Génétiaue Epigénéfique

1=
ARN ARN

Protéines \» Protéines

=
’Mtiques

En 2006 une nouvelle fagon de voir les
En 1960 : le «dogme» de la Biologie choses

moléculaire

Phenotype
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