Réplication, développement

et pluripotence

Jean-Marc Lemaitre, Damien Grégoire, Marcel Méchali

> Le développement se caractérise par le
passage d’un état cellulaire totipotent
a un état différencié, qui s’accompagne
d’une restriction dans les programmes de
transcription et de réplication [1-5]. Ce
processus, longtemps supposé irréversi-
ble, est a I’origine de I'identité cellulaire,
et donc a la base de I’état multicellulaire.
Ce n'est que dans la deuxieme partie du
XX¢ siecle que le dogme d’une différen-
ciation irréversible est tombé avec les
premieres expériences de clonage ani-
mal. Le transfert du noyau d’une cellule
issue d’un organisme différencié, dans
un oeuf énucléé, conduit dans un certain
nombre de cas a un individu viable. Ces
expériences pionnieres, réalisées dans
les années 1950 aux Etats-Unis par R.
Briggs et T.). King chez la grenouille [6] et
poursuivies par la suite par J. Gurdon en
Angleterre [7], démontraient qu’un noyau
de cellule en différenciation terminale
était capable d’étre déprogrammé par
I’ceuf, puis reprogrammé au cours d’un
processus de développement. Leur taux de
réussite était cependant
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Totipotence et réplication

Plusieurs espéces animales ont été main-
tenant clonées et un ensemble de mani-
pulations combinant I’état de la cellule
«donneuse» (type cellulaire, phase du
cycle) ainsi que celui de la cellule récep-
trice (ovocyte, ceuf, cellule €S), vise-
rent a améliorer Iefficacité du clonage,
sans pour autant lui donner le succes
escompté. Lefficacité du clonage animal
ne dépasse pas 10 % dans le meilleur des
cas [8].

Comment déprogrammer un noyau pro-
venant d’un tissu différencié ? Comment
rétablir un état de totipotence ? Com-
ment une cellule totipotente s’engage
t-elle dans la détermination d’une lignée
spécifique ? La réponse a ces questions
passe probablement par notre compré-
hension de la nature moléculaire des
équilibres entre prolifération et différen-
ciation au cours du développement.

Une bactérie ou un organisme unicellu-
laire doit coordonner sa croissance a sa
division, alors qu’un organisme multi-

cellulaire doit également coordonner sa
croissance et sa division a la différen-
ciation. A chaque transmission du maté-
riel génétique au cours des divisions,
la réplication ne doit pas seulement
reproduire le texte ADN mais également
la maniere dont ce texte est formaté
pour la différenciation en cours. Ainsi, la
distribution spatiale des origines de la
réplication de I’ADN le long des chromo-
somes pourrait étre impliquée dans I’or-
ganisation des chromosomes en domai-
nes structurels et fonctionnels [9, 10].

La notion de plasticité dans 'usage des
origines de réplication a émergé avec
des études réalisées sur des modeles
d’embryogenese chez le xénope et la dro-
sophile. Chez le xénope, la fécondation
déclenche un rythme de division accéléré,
sans transcription et ce n’est qu’a partir
du 13% cycle de division que la trans-
cription et I"organogenese de I’embryon
démarrent. Un phénomeéne similaire a
lieu chez la drosophile. Or, dans les deux
cas, il a été démontré que les origines
de réplication n’étaient

faible, de 'ordre de 3 a
5%, et si le résultat n’avait
pas été aussi spectacu-
laire, il est probable que
cette expérience scien-
tifique particulierement
inefficace fut tombée aux
oubliettes. Pourtant, elle
mit en évidence Iextréme
plasticité de I’expression Cellules
du génome et ouvrit la
voie de la reprogramma-
tion cellulaire, qui est sans
aucun doute a la base de
la médecine régénératrice
de demain.
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Figure 1. Spécification des origines de réplication et différenciation.

pas fixées au cours du
développement précoce,
et ne se positionnent spé-
cifiquement que lorsque
les transcriptions démar-
rent dans I’embryon [2,
11, 12]. Ainsi, de maniére
inattendue, le position-
nement des origines de
réplication apparaissait
soumis a régulation au
cours du développement.
La micro-injection de
plasmides recombinants
dans un embryon précoce
a ensuite permis de repro-
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duire expérimentalement le positionne-
ment d’une origine spécifique lors de la
détermination d’un domaine génique par
sa transcription [13].

Cellule souche et réplication

Une cellule souche, comme une cellule
d’embryon précoce, garde sa pluripo-
tence; elle est capable de se différencier
en plusieurs types cellulaires. Des lors,
on peut se demander si I’organisation de
la réplication dans des cellules souches
est une des caractéristiques conférant
les propriétés particulieres de ces cel-
lules (stemness). Par ailleurs, comme
chez 'embryon précoce du xénope ou de
la drosophile, les cellules embryonnaires
présentent un niveau élevé d’expression
des membres du complexe pré-réplicatif,
qui baisse de maniére drastique lors de
la différenciation [14]. Une hypothése
séduisante est que I’état de totipotence
des cellules souches puisse refléter un
programme de réplication encore peu
contraint. Les locus dont le profil de répli-
cation a été analysé dans ces cellules,
ceux de la B-globine et du X-inactivation
center (Xic), sont répliqués a partir de
nombreuses origines de réplication [1,
15]. De méme, dans leur état indiffé-
rencié, les cellules pluripotentes P19!
utilisent un grand nombre de sites pour

initier la réplication du locus HoxB [4].
€n revanche, aprés induction de la diffé-
renciation cellulaire et de la transcription
des geénes HoxB, le profil de réplication du
locus HoxB est alors tout a fait différent,
le domaine étant répliqué a partir d’une
origine majeure localisée en aval du locus.
Au niveau du génome entier, un plus grand
nombre d’origines de réplication semble
étre activé a chaque phase S lorsque ces
cellules sont dans un état indifférencié
(D. Grégoire, M. Méchali, communication
personnelle). Ainsi, il est possible que les
origines de réplication soient positionnées
de maniére plus flexible dans les cellules
souches totipotentes, un sous-ensemble
de ces origines pouvant alors étre activé
dans les cellules différenciées en relation
avec leurs programmes transcriptionnels
spécifiques (Figure 1).

Méme si les conditions de cycle cellulaire
sont bien différentes, on retrouve ainsi
I’association entre pluripotence et flexi-
bilité de position des origines de répli-
cation lors du développement précoce et
dans les divisions des cellules souches
pluripotentes.

Reprogrammation

du génome pour sa réplication

Si Porganisation du génome pour sa

réplication contribue a organiser I’ar-
chitecture des chromoso-

Noyau embryonnaire

Noyau différencié sans passage en phase M embryonnaire

Noyau différencié aprés passage en phase M embryonnaire

Figure 2. Reprogrammation des origines de réplication par la
mitose. ’ADN des noyaux a été extrait et peigné sur lames

silanisées. Les molécules individuelles d’ADN sont colorées en

mes pour leur expression,
alors une restructura-
tion globale devrait étre
nécessaire pour que, lors
du transfert d’un noyau
somatique dans un ceuf,
les origines de réplication
d’un noyau de cellule dif-
férenciée soient remises
dans un état correspon-
dant a un état de multi-
ou totipotence. Nous avons
démontré que la structure
méme du chromosome
jouait un role déterminant
dans cette réadaptation
nucléaire et que la mitose

rouge tandis que les origines de réplication apparaissent en

vert. M : mitose.
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! Lignée de carcinome embryonnaire.

était I’étape clé de cette restructuration.
Le noyau d’une cellule somatique présente
des marques « épigénétiques » qui per-
mettent d’organiser le génome de sorte
qu’il garde en mémoire les programmes de
transcription et réplication caractéristi-
ques de son identité cellulaire. Ce noyau
mis dans le contexte d’un ceuf, cellule
bloquée en mitose, réacquiert la structure
des chromosomes mitotiques de I’em-
bryon, et peut alors au cours de la phase
S suivante, répliquer son génome comme
un noyau embryonnaire [16]. €n revanche,
si ce noyau est incubé dans un contexte
de phase S embryonnaire, il se contente
de révéler les marques de structuration
caractéristiques d’une cellule somatique
différenciée (Figure 2). €n effet, les origi-
nes de réplication d’une cellule somatique
sont espacées en moyenne de 120 kb et
sont organisées en domaines d’une taille
similaire. 1l semble indispensable pour
permettre de positionner les origines de
réplication tous les 20 kb de restructurer
au préalable le génome en domaines de
taille identique, et seule la mitose semble
capable de reprogrammer le génome de la
sorte, la phase S embryonnaire n’en étant
pas capable. Cette reprogrammation des
origines de réplication est étroitement
liée a la topoisomérase I, impliquée par
son activité enzymatique dans le métabo-
lisme de la chromatine mais aussi dans la
structuration du chromosome.

Cette réorganisation mitotique des
domaines de réplication suggere des
améliorations possibles des méthodes
de clonage animal. €lle démontre que la
structuration du génome en mitose est
une étape clé du couplage entre répli-
cation et expression du génome, entre
division et différenciation. ¢
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Hoxa2

Un gene clé pour la mise en place des
circuits neuronaux sensoriels de la face

Franck Oury, Filippo M. Rijli

> Dans les systemes sensoriels, le relais
de I'information repose sur des réseaux
de connexions nerveuses trés organisés.
La mise en place de cette connectivité
neuronale complexe résulte de la capacité
des axones a sélectionner leur trajet, a se
brancher et a établir des connexions sta-
bles avec leurs neurones cibles au sein du
cerveau. Un des exemples les plus remar-
quables d’organisation neuronale et de
raffinement des circuits neuronaux est
I’établissement des cartes somatotosen-
sorielles (soma: corps) du cerveau. Le
relais de I'information du toucher, de tem-
pérature, et de la nociception (douleur)
venant des différentes parties de notre
corps (face, langue, lévres, doigts, tronc,
etc.) est topographiquement organisé dans
notre cerveau sous la forme d’un ensemble
de cartes de représentation neuronale plus
connu chez ’lhomme sous le nom d’ «ho-
munculus de Penfield» [1]. Les mécanis-
mes moléculaires qui coordonnent la mise
en place de ces circuits topographiquement
ordonnés dans le systéme somatosensoriel
restent cependant encore tres peu connus.
Récemment, le géne Hoxa?2 a été identifié
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comme un gene clé pour la mise en place de
la carte somatosensorielle de la face [2].

Les cartes somatosensorielles sont a la
base du traitement précis des informations
sensitives collectées par les récepteurs
périphériques. Elles résultent d’un impor-
tant réseau de connexions nerveuses qui
permet de relayer I'information de maniére
ordonnée a travers différentes stations
dans le cerveau. Au sein de chacune de
ces stations, les connexions entre les élé-
ments axonaux et neuronaux reproduisent
et conservent fidelement la distribution
spatiale et la densité des récepteurs sen-
sitifs distribués a la surface de notre corps.
’ensemble des régions de notre corps est
ainsi cartographié dans notre cerveau,
en fonction de I'importance fonctionnelle
sensitive et non pas de la taille corpo-
relle réelle de ces différentes régions. Par
exemple, chez I’lhomme la représentation
des levres, organe trés sensible, occupe
proportionnellement un espace cérébral
beaucoup plus important que celle du dos.
Chez les rongeurs, les vibrisses (ou mous-
taches) représentent 'organe tactile le
plus développé et utilisé dans I"explora-
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tion de leur environnement (beaucoup
plus que leurs pattes ou leur systéme
visuel). Le relais de I'information sensitive
de la face (et donc des vibrisses) entre
la périphérie et le cerveau est assuré
par le nerf trijumeau dont les neurones
sont localisés dans le ganglion de Gasser.
Ensuite, I'information est reliée au sein du
cerveau par le circuit trigéminal qui s’or-
ganise topographiquement au niveau de
trois stations cérébrales : le cerveau pos-
térieur, le thalamus, et le cortex somato-
sensoriel [3] (Figure 1). Les connexions
entre les éléments axonaux afférents et
les neurones cibles de chacune de ces
stations reproduisent fidelement I'arran-
gement spatial des récepteurs sensoriels
des vibrisses sous la forme de vérita-
bles modules neuronaux - chaque module
contrélant I'information sensorielle d’une
vibrisse [4] (Figure 1). Cette organisation
modulaire forme une carte neuronale
«somatotopique » de représentation des
vibrisses que I’on peut clairement visua-
liser par une simple coloration a la cyto-
chrome oxydase (Figure 1). Gréce a cette
organisation spécifique, ce modele est
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