LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

La différenciation cellulaire décrit le cheminement progressif des cellules qui , par des étapes
successives, vont developper des structures et acquerir des fonctions trés spécialisées.

Dans un organisme pluricellulaire toutes les cellules somatiques ont le meme génome mais elle n'ont pas
les meme fonctions biologiques (elle n'ont pas le meme phénotype)

La différencation peut modifier la taille, la forme, la polarité, 'activité métabolique, la durée de vie, la
sensibilité..

La differenciation cellulaire est régie par/et modifie I'expression des genes, en cytopathologie le niveau de
differenciation cellulaire est une mesure de la progression du cancer.

I. Rappel Historique

Dans le temps, on considérait I'hnypothése de la préformation: tous les organes de I'adulte sont
préformées en miniature dans le spermatozoide ou dans I'ovule. Cette hypothése tente d'epxliquer la
continuité entre les générations (théorie de I'hnomunculus)

Au 18ieme sicle se développa I'hypothése de I'épigenése (chaque organisme adulte se forme a nouveau a
partir d'un état indifferencié)

Au 19ieme, les tératologues Etienne Geofray Saint Hilaire et son fils ont essayé de montrer que les
anomalies a la naissance sont dues a un developpement foetal alteré plutdot qu'a des anomalies
préformées.

Une cellule indifferenciée doit recevoir des informations qui permettent
> De definir ses coordonées spatiales
» Axe antero-posterieur
> régionalisation dorso-ventrale
> D'obtenir une identitité tissulaire (feuillet embryonnaires primordiaux)
» De proliferer et d'effectuer des mouvemnts morphogenetiques (contact cellulaires, inductions)
La cellule deviendra une cellule differenciée qui exprime des fonctions spécifiques. Elle doit garder la
mémoire de ces informations tout au long de leur vie.

De facon generale: la cellule
> Doit connaitre ses coordonées spatiales elle est déterminée
> Doit pouvoir se mouvoir ous 'accrocher a d'autres cellules/support
» Doit pouvoir communiquer avec les autre scellule (ligand/recepteurs), elle devient
differenciée.
> Puis elle exprime des génes spécifiques apres sa differenciation terminale.

Importance de la mémoire celluaire

» Les cellules ne doivent pas seulement devenir differente les unes des autre mais elles doivent le
rester apres la disparition des repéres responsable de la diversification cellulaires devenir des
cellules est restreint vers une future fonction spécialisée bien avant que leur differenciation ne
soit decelable

> la majorité des types cellulaires de I'organisme adulte ont au moins quelques caracterer spécialisé
stables et transmisssible maintnus meme lorsque 'lI'environnement change
Une cellule pygmentaire se divis et donne naisssance a des cellules pigmentaire

L'opoptose est liée a la differenciation

» Un programme d'apoptose physiologique (normal , naturel) sera activé au cours de la
differenciation pour certaines de ces cellules.
Ex: au cours de la différenciation neuronnale, lors de la differenciation de la palette des membres
(individualisation des doigts)

> Le programme d'apoptose sera activé si I'un des signaux de differenciation apparait au mauvais
moment ou en quantité insuffisante (réponse a une situation pathologique)

> Un programme d'apoptose sera activé si des cassures de'ADN n'ont pu etre réparée (réponse a
un éveunement pathologique)
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LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

II. Différenciation et morphogenése

Ce sont des phénoménes:
> Lié dans le temps
> régies par les meme impératif
> Générée par le mepeme type de molécules

Donner une identité spatiale aux cellulesiapermettre des mouvement cellulaire cohésion
cellulairesexprimer des fonctions spécifiques

1. Au niveau d'un organisme: dev embryonnaire précose

Chaque celule a une place et un réle bien definis, ce qui permet la différenciatin des organismes.
Au stade du zygote, la cellue unique est soumis a I'influence des propriété biohocmiques d milieu (PH,
facteurs de croisance,hormones...) cette cellule est totipotente.

Mais au stade de zygote, I'expression de génes maternelle définit certaines informations avant la
formation du zygotes: I'oeuf, cellule unique, peut contenir des composés répartis de facon inégale.
L'orientation A/P et D/V de I'oeuf est la méme que celle du corps de la mére.

A la morula, les cellules periphériques sont sous l'influence du pH, des facteurs de croissance et des
hormones, les celluels se développent ou subissent des contacts intercellulaires.

Au stade blastocytes les cellules sont pluripotentes elles sont restreinte a certaines voies de
differenciation: a partir des cellules de la masse cellulaire interne vont se differencier:
» Toutes les cellules de I'embryon Iui meme
» Les annexes extra-embryonnaire
> Activation du génome du zygote
A partir de la gastrula
> Le plan général de corps devient visible
« la morphologie de la future région céphalique est differente de celle de la future région
caudale
« les cellules sont organisées en feuillets primitif
» Contact cellulaires, inductions et mouvmenets
« Les coordonées spatiales et I'influence edu milieu exterieur et des interactions cellulaires ont
limité et dirigé etc.

2. Au niveau d'un organe differenciation d'un membre

Exemple du membre antérieur ou postérieur:

» Former un Bourgeon

» Diferencier les chondrocytes

» Produire ces celluels dans une orientation temporelle et spatiale qui genére un os fonctionnel

> Définir si cet os est un pelvis, humerus ou femur

» Organiser la strucutre avec les doigts ou les orteils a I'extremité distale
Des inductions entre les cellules mésodermiques des lames laterales et I'ectoderme sus-jacent vont
definir la régionalisation dors-ventrale du future membre. Il y a une croissance selon I'axe proximo-distal
et determination de I'axe antero-postérieur du membre.

3. Au niveau d'un Tissu: tissu musculaire
Toutes les cellules musculaires produisent de la mysoine et actine
Les cellules d'un tissu differencié ont des carcteristiques spécifiques du tissu

Au niveau moléculaire: une régulation positive permet I'expression de génes spécifique a la fonction.
Une régulation négative empéche I'expression de génes dont le produit est incompatible avec la fonction.
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LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

II1.Prolifération, cellules souches et lignage cellulaire

Certaines cellules persistent toute la vie sans renouvelement, d'autres sont remplacées

Les cellules passent par differentes phases de prolifération successive, elles devienent determiné, elle
squittent le cycle cellulaire, elles arrivent a une phase de differenciation finale.

Il existe 2 catégories de cellules chez les mammiféres
> Les cellules de la lignée germinale, haploides
» Les celluels somatiques, diploides

La plupart de celles ci sont differenciée et spécialisées.

Leur durée de vie varie selon leur fonction:
> 4 jours pour les cellules de l'intestin
» 120 jours pour les globule rouge
On distingue les cellules souches embryonnaire et somatiques.

Une cellule souche est une cellule indifférenciée qui est capable de se reproduire a I'identique sans
modification de son phénotype. Elle permetra de regénerer un tissu lesé.

Des cellules de transit (ou de transition) se forment a partir de cellule souches, elles ont une capacité
limité de prolifération donnent naissance a des cellules filles dont I'ensemble forment un clone

Une cellule souche peut etre unipotente, pluripotente ou totipotente.

Des cellules souches peuvent étre isolée a partir d'un zygote. A tout stade on peut extraire des cellules
pluripotente.

Les cellules embryonnaire souche (ES) sont totipotentes jusqu'au 7% jours ou pluripotentes (plus de 200
types cellulaires). Les cellules souches multipotentes (a partir du 3™ mois de developpement), ne peuvent
donner qu'un seul organe, mais plusieurs types de cellules différenciées de cet organe.

Les cellules souche embryonnaires de la masse cellulaire interne des blastocytes. Ce sont des cellules
pluripotente diploides. Elles peuvent etre:

> Cultivé a I'état non differencié sur des boites de culture

> Modifiée puis participer a la formation d'embryon.

Exemple 2: differenciation des microvillosités de I'intestin cellules souches sont localisées dans des niches
a divisions lente. Les cellules proches de la base dont a division rapide, les cellules apical sont a divison
lente.

1. Clone et lignage cellulaires

Un clone est un ensemble de cellules qui ont toute le méme génome et ont une parenté commune

On parle de lignage de cellule orsuqe celles ci dérivent d'une mem cellule couche (multipotente) mais que
leur devenir est restreint, vers un seul type de differenciation.

Au niveau de cellule du mesoderme:
Lignage osseux: Cellules souche - osteoprogenitrice - preosteoblastique, mature, osteocytes
Lignage musculaire: somite — myoblaste - myotube - myofibre

Le lignage monoclonal determiné donne des cellules définies

Le lignage polyclonal déterminé: une cellule donne des cellules finales connues

Le lignage polyclonal indeterminé: une cellule souche donne des cellule souches a devenir indeterminées,
c'est le lignage des vertébrés, il existe des voies secondaires qui permettent la différenciation.

La differenciation du tissu osseux implique des cellules de differents lighage: osteoclastes et cellules du
TC osteocytes.
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LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

IV. Spécifiquation et détermination

Le changement visible dans la biochimie et la fonction de la cellule est précédé par un processus qui
comporte I'engagmeent des cellules dans une voie particuliere (ou un ensemble de voies)

Les embryologistes ont souvent employé le terme de determination pour désigner cet engagement. Une
cellule uqgi a fait son choix de develooppement est dite tdéterminée . La cellule déterminée ne parait pas
différente de son état intdéterminé mais sa capacité de developpement est limité.

Une cellule spécifiée est capable de se differencier de maniére autonome quand elle se trouve dans une
boie de pétri.

Une cellule qui est déterminée est capable de se differencier de maniére autonome dans une autre
région de I'embryon.

Ex: les cellules de somites sont spécifiées « somite » mais pas comme « mesoderme des plaques
lateral ». Elles sont déterminé ad evenir different type cellulaires

1. La spécification

Trois mécanismes principaux suceptibles d'établr la spécification / détermination des cellules via
> La spécification autonome (chez les invertébré inférieurs) developpement mosaiques
> La spécification synciytiale (insecte): interactions cytoplasmiques
» Specification conditionné (vertébré).

La spécification conditionnée:

Il existe des interactions avec les cellules voisines, les cellules ont a I'origine la capacité de
s'engager dans une ou plus d'une voie de différencation, les interactions entre cellules vont
limiter leur destinée.

Des réarrangements cellulaire et des migrations importantes, précédent ou accompagnent la spécifiation
elle donne lieu a un mode d'embryongenése appellé developpmeent a régulation (il existe une certaines
plasticité qui permet aux cellules d'acquerir des fonctions differentes). Exemple: I'ablation d'un
blastomére de I'embryon jeune modifie le sort normal des autres (ex: jumeau, souris mosaiques)

Au stade balstocytes, le devenir des cellules embronnaire n'est pas figé, toutes les cellule peuvent etre
reprogrammeées et participer a la formation d'un embryon viable.

2. La determination

Definition: une cellule déterminée si elle a subit un changement autoreproductif d'une
caractéristique interne qui la distingue ainsi que ses descendantes des autres cellules de
I'embryon et qui s'engage dans cette descendante, dans une voie de developpement
spécialisée.

Une cellule determinée est engageée dans uen voie de differnecaitio n mais n'a pas encore les
caracteristiques finales de la cellule differenciée.

V. Le moment de la détermination est défini expérimentalement

L'information existe a ce stade emrbyonnaire.
Les cellules gardent en mémoire leur determination
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LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

VI. La différenciation

C'est la formation de type cellulaires spécialises a partir d'une cellule.
C'est I'acquisition:
» D'une fonction spécialisée et définitive
> D'une morphologie spécialisée et définitive
Plus les cellules devienent differenciée, plus la palette de géne exprimé devient restreinte, spécialisée et
peu plastique

Caracteristique:
» Induite par des signaux exterieurs
» Induite par un programme de determination interne
> elle est mise en evidence par les modificaiton qualitative du phénotype qui résultent de la
sytnhése d'un nouveau produit par un géne
> c'est une spécialisation du phénotype cellulaire qui n'es pas forcement visible ua niveau
morphologique qui est facilement decelable par des techniques moléculaire (anticorps)
> L'état de differnciation est irreversible et inconvertible.
La détermination et détermination cellulaire refletent I'expression de génes de controle dont beaucoup
son identifié

En terme de biologie moléclaire:
» Quelles molécules définissent I'état de détermination cellulaire
» Mécanisme de la mémoir qui permet de conserver cet état.
> De quelle facon la détermnation est-elle liée a la différenciation

Ce sont les memes molécules ou different variant qui esont exprimé successivement a different moment
ou a differents endroits.

VII.Mécanismes et moléculaires de la détermination de la differenciation

Une cellule recoit un signal exterieur qui émane d'un tissu (méme ou autre)
ameéne a un arret du cycle cellulaire,

expression/repression succesives de géne spécifiques (lignage cellulaire)
Induction successive et signalisation intercellulaire: determination differenciation

YV VY

1. Arret du cycle cellulaire
Une cellule qui sort du G1 induit la differenciation

Ex: p21 est un inhibiteur du cycle cellulaire. P53 entraine la transcription du P21, il y aura
arret du cycle cellulaire.

En extrayant de I'ARN de differentes cellulaire, I'augmentation de P21 fait apparaitre le margeur
moléculaire musculaires

Souris mutée: invalidation du géne P21
> pas de létalité embryonnaire précoce
» pas de differenciation musculaires
» pas de cellules musculaires
Donc: p21 joue un rdle essentiel en particulier dans la differenciation musculaire.

MYC, MAX et MAD (facteur de transcription B-HLH)
» Les proteines MYC ont un domaine de transcription, une demi-vie courte et leur expression varie
avec le cycle cellulaire
» Max (P21) a une demi vie longue et on expression constante
> Le dimére Myc-Max est un facteur de transcription de forte affinité avec I'ADN
> Les dimeéres Mad-Max (actif durant la differenciation) sont les antagonistes des diméres Myx-Max
(qui sont actif durant la prolifération)
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LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

> Myc

est exprimé la transition GO-G1
transition vers phase quiescente
quand les cellules vont se differencier

> Mad est

augmenté par les inducteurs de differenciation
Si il se lie a Max il y a inhibition de Myc

» Il y a competition entre Myx-Max et Mad-Max

2.

Active P53, cycline A, E, D1
Réprime les molécules d'adhesion, collagénase

Exemple de lignage musculaire implication du facteur de transcription de type B HIH

L'expression de Twist (déterminant du mésoderme) doit chuter pour que les génes de la myogénése
s'expriment.

3.

Differents types de signalisation intercellulaires

m Mécanismes d'inductions entre inducteurs/recepteur

» Differents mode d'action
* Une cellule inductrice envoie des signaux dans |'espace voisin
* Une cellule inductrice faitun gradient de concentration
« Une cellule inductrice envoie d'un coté un message, et de I'autre, une autre cellule envoie

un antagoniste

« Mécanisme en cascade
«  Mécanisme combinatoire
« Signalisation latérale

> La détermination progressive du génom est controlé par I'interaction cellulaire entre les
cellules filles.

> Cette interaction est médiée par
» facteurs de croissance et leur recepteurs
+ par des hormones et leur recepteurs
» par des CAM et leur recepteur
+ Ce sont des induction.
e La cellule cible doit étre compétente pour recevoir l'induction

> Recepteur a activités tyrosine kinase qui lient les facteurs de croissance et les CAM
prolifération détermination et diffrenciation cellulaires

> Les hormone transmembranaire et leur recepteur nucléaire qui lient I'acide rétinoique qu
régulent le cycle celllulaire et permettent I'activité réverseible de gene

> Recepteur a proteine G pour la différenciation cellulaire

Voie 1:
> FGF
> FGFR

> RAS/RAF MAP Kinase
> Geéne cible: prolifération cellulaire

Voie 2:

YVVVVYY

Voie 3:

BMP, TGF Beta

Recepteurs type II

Recepteurs type I (ALK: Activin like kinases)
SMAD

Gene cible: important pour la MeC

» Wnt et Frizzled

» Activation qui inactive GSK3

» Accumulation de Beta Catenine (recepteurs de fibronectine)
> Geéne cible: Epithelium Mesenchyme transition (EMT)
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LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

Ex: la voie TGF B (voie 2) agit sur I'expression de la MeC et bloque la phase G1

m Contact cellulaire dans un méme type cellulaires
> Cadhérines et caténine (voie 3)
> Les liaisons interviennent dans les réactions homophiliques

m Interaction entre cellle de different feuillet primitif ou avec un support (MeC)
> Constitué de macromolécule par les cellules qui la bordent
» On distingue
+ Les GAG (glyco amino glycanes) actif dans I'embryon, cicatrisation luiquide articulaire
liaison au FGF (voie 1) TFG (voie2)
* Les proteines fibreuses
» Structurale: collagene et élastine
> Adhérentes: fibronectine et laminine

m Expression ou repression de gene spécifiques d'ou les modifications des précédents

Les signaux émis et recus doivent étre synchrones et spatialement localisés.

VIII.La différenciation se fait par des étapes successives
Exemple de la drosophile (aucun géne paralogue, un géne pour une fonction).

Drosophilia melanogaster est un bon patron de réponses simple (evenement chronologique , pas de
paralogues ou variants d'épissage)

Ce qu'on a:
» Facteurs de transcriptions
> Coordonées spatiales A/P
» Signalisation inter-tissus
» Croissance/differenciation (FGF/FGFR)
> Régionalisation dorso/ventrale (TGF/BMP)
> Compartimentation (séparation entre deux segment): voie wnt et frizzled

Chez les vertébrés

La croissance de |'axe céphalo-caudal

La détermiantion des feuillets embryoonnaire

La régionalisationet la mise en place de la polarité ant/post

Se font simultanement

Les cellules n'acquiérent que tardivement leurs coordonées spatiales définiives
Differents paralogue (axe A/P)

Differents variant sont exprimé dans les differentes parties du corps.

YVVVYYVY

La plupart de ces molécules agissent:
> A differents stades de differenciation
> dans différentes région du corps
> dans differents tissus
Ces molécules sont synthétisée chez les vertébrés par des familles de génes ou des génes paralogues
> la famille de FGFR
» Fmaille WNT
» Famille HOM/HOX
Ces genes sont exprimé sous forme de differents variant générés par des épissages alternatif
OU activé par des promoteurs differents.

Les differents varaints dansune voie de signalisation vont induire des différenciations differentes:

> Wint/fz: wnt 1 dans la région dorsale
» Wnt7a dans la région dorsao-laterale

PEEMI = CONVOHVIDNIGATION GELLLATRE 200E A4S,



LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

IX. Facteurs régissant la mémoire cellulaire

X

YV VY

Des déterminants cytoplasmique (gradient d'’ARN messager donne l'identité de la région
atnérieure de I'embryon)

De facteurs autocrines

Facteurs nucléaires (inactivation du chr X, empreinte parentale: methylation)

La différenciation necessite des informations en 3D

Croissance proximo-distal faite grace a la voie 1
L'identité proximo-distale: gene de la famille Hox

la polarité antero/posterieur est donné par la voie 2
Régionnalisation dorso-ventrale: voie 3 (Wnt)

L'expression précoce (early) donne I'axe antero-posterieur. L'expression tardive définit I'extremité distale
du membre

Chez I'nomme et la souris, des mutations de genes de ces differentes voie métabolique coduisent a des
anomalie de differenciatiion des extremité distale des membre (anomalie des doigts)

En conclusion

>

>

PEEMIU =

Differenciation est le résultat d'une balance délicate entre différents voies de signalisation qui
semblent identifiée

I'existence de variant d'épissage de paralogue, de promoteurs précoce/tadif pas tous identifié che
zles vertébré n'explique pas encore I'ensemble des systéme

L'origine des maladies génétiques ou cancers est a chercher dans ces differents voie

les information sont a integrer en 4D, un décalage spatial ou temporel de signalisaiton peut
résulter en differents type de pathologie.
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