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AND: 2 m

Le noyau d'une cellule : 10 pm

ADN chromosomique et emballage dans la fibre chromatinienne

DNA The Nucleosome "Beads-on-a-String"” The 30nm Fibre Active Chromosome

| \ | | [ | | | | |

Isolated patches. Genes under active transcription. Less active genes. During interphase.

| \ | ' | | | |

Add core histones. Add histone H1. Add further scaffold proteins.




STRUCTURE ET ORGANISATION DE L'ADN

Sugar-phosphate "hackbone"

i' Nitrng?ih.ases ".
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La structure
primaire:
bases
puriques et
pyrimidiques

Weak hydrogen

Fhosphate
malecule

La structure

La structure tertiaire: secondaire:
compte tenu de appariements
l'organisation spatiale entre les bases

en trois dimensions




STRUCTURE ET ORGANISATION DE L'ADN ¢

< Le chromosome
5%&

La fibre de chromatine

Solenoid

La structure
quaternair de ’AND:
les interactions
ADN-protéine
impliqué dans
I'emballage et le
pliage

-

fea

Un coeur protéique de?
protéines histones (deux e @mlalres
de chacune des h1stones H2A;

H2B, H3 et H4)
autour duquel s’enroulent environ *
146 paires de bases d’ADN




LES FIBRES DE CHROMATINE
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Chromatin vue en microscopie électronique.

(source: Alberts et al., Molecular Biology of The Cell, 3" Edition)

30 nm
fibres de chromatine &

the solenoid




Hetero-
chromatin

from Lodish et al., Molecular Cell Biology, 6" ed. Fig 6-33




ORGANISATION DE LA CHROMATINE

Proposed hierarchical classification scheme for chromatin structures.

Level of chromatin structure Ma<* ________-‘

Primary — The linear arrangement of features such as
nucleosomes on DNA.

Secondary — Structures formed by interactions of

nucleosomes. — T — .
< < <

Tertiary — Structures formed by interactions between
secondary structures.

295 405 555

Woodcock and Dimitrov, COGD, 2001 Caterino and Hayes, Nature Structural and Mole




ORGANISATION DE LA CHROMATINE
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les différents degrés de compaction de I'ADN nucléaire




FAMINE AUX PAYS-BAS EN 1944

® Vers la fin de la Seconde Guerre mondiale, les approvisionnements
alimentaires devinrent de plus en plus rares aux Pays-Bas. Apres
le débarquement des forces alliees en Normandie, les conditions de vie
empirerent dans les parties occupées par les nazis.

@ Les rations pour adultes dans des villes comme Amsterdam chuterent en
dessous de 1 000 kilocalories par jour a la fin de novembre 1944 et a 580
kilocalories a la fin de février 1945.

@ les enfants des femmes qui étaient enceintes au cours de la famine
étaient plus petits et aussi souffrait d’anémie, de maladies respiratoires,
et d'oedeme.

® Cependant, de facon surprenante, lorsque ces enfants grandirent et
eurent des enfants, ces enfants étaient aussi plus petits que la moyenne.
Ces données suggerent que la famine vécue par les meres avait
provoqué une sorte de modifications épigénétiques qui ont été
transmises a la génération suivante.e.




Théorie fondamentale de la biologie moléculaire

protéine



Les mécanismes épigénétiques et I’expression de la
information genetique

Fecundation Le blastocyste

Morula

O

Déméthylation
passif

Déméthylation
active

Méthylation
de novo

Les profils de méthylation sont mis en place trés tot au cours du
développement.



Cvnamique des interactions génome-épigénome
contréle le potentiel des cellules

Modidcations épigénétques (Ll

Expression des genes
pluripotents

Pas expression des génes pluripotents

Zellule souche adulte

Cellule souche plaripotente )
Etat contraint | chromatine fermee

Etat dynamigue, chromatine ouverte




METHYLATION DE L’ADN

S-adenosylmethionine

cytosine 5-metilcitozina
La méthylation de l'acide désoxyribonucléique (ADN) est
un process eépigénétique dans lequel certaines bases
nucléotidiques peuvent étre modifiées par l'addition d'un
groupement méthyle.




Groupement Méthyl
surune cytosine dans in ilét CpG

r X ==~ Fonction du géne bloquée
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METHYLATION DE L’ADN

Les modifications de la methylation de 'ADN se
produsise sur les cytosines apartenant aux groupements
CG (cytosine-guanine) - Uiles CpG.

Les dinucléotides CpG sont répartis dans le génome de
facon non uniforme.

98% of the genome <2% of the genome
1 CpG/100bp 1 CpG/10bp short stretches (~1000bp)
majority methylated majority unmethylated
A A
| e e
CpG islands

Methyl-Cytosine

¥ : :
¥ o 4% of all cytosines are methylated

o W 70-80% of all CpGs are methylated



Facteurs

Chromosome épigénétiques
ADN Groupes
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De-methylation of the paternal prbﬁhhcléus
in the one-cell embryo of mouse
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Reprogramming the DNA methylome

Fertiized 1-cell  2cell 4cel  8cel Morvia Blastocyst
99 slage  slage  slage slage (8-16cells)  (32-64 celis)
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Embryo
- |mprinted genes
e Paternal genome
——  Maternal genome
e CpG islands

Paula Vertino, Henry Stewart Talks



Reprogramming the DNA methylome

Fertiized 1-cell
Q9 slage slage  slage stage (8-16cells) (32-64 celis)

Fertilisation

Embryo Aging

- |mprinted genes
e Paternal genome

Maternal genome
CpG islands




ACATAGACATACACACTGTTGATTAGGGAGATAGTGACAGATCCATTACAGCACCATACCATGAT

GTTTTTATTACCAGGATGATCACCATTGGGTACCATTTACCAGGATTACACAGTTTTAGATGACC

Zyg ot e AGTAGCTATTAGAGGATTTTAAATTTATTTAGGATTTTATGGGATTGATARAGGGAGATTTAACA

TAGACATACACACTGTTGATTAGGGAG ATAGTGACAGATCCATTACAGCACCATACCATGATGTT

! TTTATTACCAGGATCATCACCATTGGG TACCATTTACCAGCATTACACAGTTTTAGATGACCAGT

AGCTATTAGAGG ATTTTARATTTATTTAGCATTTTATCGGATTCATARAGGGAGATTTTTATTAT

AGGACATAGACATACACACTGTTGATTAGGGAGATAGTGACAGATCCATTACAGCACCATACCAT

GATGTTTTTATTACCAGGATGATCACCATTGGGTACCATTTACCAGGATTACACAGTTTTAGATG

ACCAGTAGCTAT TAGAGGATTTTAAATTTATTTAGGATTTTATGGCATTGATAAAGGGAGATTTA
ACATAGACATACACACTGTTGATTAGGGAGATAGTGACAGATCCATACAGCACCATACCATGAT

How is the diversity of cell types
created and maintained
in multi-cellular organisms?

ACATAGACATACACACTGTTGATTAGGGAGATAGTGACAGATCCATTACAGCACCATACCATGAT
GTTTTTATTACCAGGATCATCACCATTGGCTACCATTTACCAGGATTACACAGTTTTAGATGACC
AGTAGCTATTAGAGGATTTTAAATTTATTTAGCGATTTTATGGGATTGATAAAGGGAGATTTAACA
TAGACATACACACTGTTGATTAGGGAGATAGTGACAGATCCATTACAGCACCATACCATGATGTT
TTTATTACCAGGATGATCACCATTGCGG TACCATTTACCAGGATTACACAGTTTTAGATGACCAGT
AGCTATTAGAGGATTTTAARATTTATTTAGGATTTTATGGGATTGATAARGGGAGATTTTTATTAT
AGGACATAGACATACACACTGTTGATTAGGG AGATAGTGACAGATCCATTACAGCACCATACCAT
GATGTTTTTATTACCAGGATGATCACCATTGGGTACCATTTACCAGGATTACACAGTTTTAGATG
ACCAGTAGCTATTAGAGGATTTTAAATTTATTTAGGATTTTATGCCATTGATAAAGGGAGATTTA
ACATAGACATACACACTGTTGATTAGGGAGATAGTGACAGATCCATTACAGCACCATACCATGAT

Alex Meissner, Henry Stewart Talks



Differentiated cells become
more restricted in their potential

[ | Totipotent
Zygote (@ mm———
L = U pjyripotent

Genel GerwZ Genad Genod

ENIYINNTN Unipotent

Qo Gerw2 Gored Goned

Alex Meissner, Henry Stewart Talks




DNA methylation

Pluripotent cell
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ctggaggtgcaatggetgtettgtectggectt
ggacatgggctgaaatactgggttcacccatat
ctaggactctagacgggtgggtaagcaagaact
gaggagtggccecagaaataattggecacacgaa
cattcaatggatgttttaggctetecagaggat
ggctgagtgggetgtaaggacaggecgagagygyg
tgcagtgccaacaggetttgtggtgegatgggg
catcecgagecaactggtttgtgaggtgtecggtyg
acccaaggcaggggtgagaggaccttgaaggtt
gaaaatgaaggectectggggtecegtectaag
ggttgtectgtecagacgtceccaacctecgte
tggaagacacaggcagatagegcectecgectecagt
ttecteccacecececcacagetetgetectecacce
acccagggggcggggecagaggtcaaggetaga

gggtgggattggggagggagaggtgaaaccegt
cctaggtgageegtettteccaccaggecceegg

ctecggggtgeccacecttececcatggetggacac

Alex Meissner, Henry Stewart Talks

Unipotent cell

a4

Ctggaggtgcaatggetgtcttgtcetggectt
ggacatgggctgaaatactgggttcacccatat
ctaggactctagacgggtgggtaagcaagaact
gaggagtggcceccagaaataattggecacacgaa
cattcaatggatgttttaggectctccagaggat
ggctgagtgggetgtaaggacaggecgagaggyg
tgcagtgccaacaggetttgtggtgegatgggg
catccgagecaactggtttgtgaggtgtecggtyg
acccaaggecaggggtgagaggaccttgaaggtt
gaaaatgaaggcecctcecectggggtececcgtectaag
ggttgtecectgtecagacgteeccaaccteegte
tggaagacacaggcagatagcecgetegectecagt
ttcteccaccecccacagetetgetectecaccee
acccagggggcggggecagaggtcaaggetaga

gggtgggattggggagggagaggtgaaacegt
ccectaggtgagecgtetttecaccaggeccceogg

cteggggtgeccaccectteccecatggetggacac




DNA methylation

Pluripotent cell

<

ctggaggtgcaatggectgtettgtectggectt
ggacatgggctgaaatactgggttcacccatat
ctaggactctagacgggtgggtaagcaagaact
gaggagtggeccccagaaataattggecacacgaa
cattcaatggatgttttaggetcteccagaggat
ggctgagtgggetgtaaggacaggcegagaggg
tgcagtgccaacaggetttgtggtgegatgggg
catcecgagecaactggtttgtgaggtgteeggtyg
acccaaggcaggggtgagaggaccttgaaggtt
gaaaatgaaggectectggggtecegtectaag
ggttgtectgtecagacgtecccaacctecgte
tggaagacacaggcagatagegetegectecagt
ttecteccaccececcacagetetgetectecaccee
acccagggggcggggcecagaggtcaaggetaga
gggtgggattggggagggagaggtgaaaccgt

cctaggtgagecegtcetttecaccaggecececegg
cteggggtgeccacctteeccecatggetggacac

Alex Meissner, Henry Stewart Talks

Unipotent cell

€

Ctggaggtgcaatggctgtcttgtecectggectt
ggacatgggctgaaatactgggttcacccatat
ctaggactctagacgggtgggtaagcaagaact
gaggagtggcecccecagaaataattggecacacgaa
cattcaatggatgttttaggctctecagaggat
ggctgagtgggctgtaaggacaggcecgagaggyg
tgcagtgccaacaggetttgtggtgegatgggg
catcecgagcaactggtttgtgaggtgtecggtyg
acccaaggcaggggtgagaggaccttgaaggtt
gaaaatgaaggecectectggggtececgtectaag
ggttgtcetgtecagacgtececccaaccteegte
tggaagacacaggcagatagegetegectecagt
ttcteccaccecccacagetetgetectecacee
acccagggggceggggecagaggtcaaggetaga
gggtgggattggggagggagaggtgaaaccgt

cctaggtgageegtcectttecaccaggecceecgg
cteggggtgeccaccttececcatggetggacac




DNA methylation

Cyimene C

Pluripotent cell
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ctggaggtgcaatggectgtettgtectggectt
ggacatgggctgaaatactgggttcaccecatat
ctaggactctagq'&ggtgggtaagcaagaact
gaggagtggccccagaaataattggcacd"aa
cattcaatggatgttttaggetcteccagaggat
ggctgagtgggctgtaaggacaggd.bagaggg
tgcagtgccaacaggctttgtggtg‘ﬁptgggg
catdilagcaactggtttgtgaggtgtciifiatyg
acccaaggcaggggtgagaggaccttgaaggtt
gaaaatgaaggcctcctggggtcd'.tcctaag
ggttgtectgtccagaift ccccaacctaliitc
tggaagacacaggcagatag"bd"bctcagt
ttetecccaccececcacagetetgetectecaccee
acccaggggg“gggccagaggtcaaggctaga
gggtgggattggggagggagaggtgaaac“t

cctaggtgagdi§tctttecaccaggececligg
ct@@gggtgcccaccttecceatggotggacac

Alex Meissner, Henry Stewart Talks

Methyl-Cytosine S5mC

Unipotent cell Mﬁ
OFF

e
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Ctggaggtgcaatggctgtecttgtectggectt
ggacatgggctgaaatactgggttcacccatat
ctaggactctaga'.ggtgggtaagcaagaact
gaggagtggccccagaaataattggcaca'.pa
cattcaatggatgttttaggctetecagaggat
ggctgagtgggetgtaaggacagg gaggg
tgcagtgccaacaggctttgtggt*tgggg
catd'.agcaactggtttgtgaggtgtd"gtg
acccaaggcaggggtgagaggaccttgaaggtt

gaaaatgaaggcectectggggte cctaag
ggttgtcctgtecagaiift ccccaacctafiiftc
tggaagacacaggcagata

ttctecccaceccccacagetetgetectecacee
acccaggggaiifiaggccagaggteaaggetaga
gggtgggattggggagggagaggtgaaa
cctaggtgag cttteccaccaggece
ctifgggtgcccaccttecccatggetggacac




DIFFERENTIATED CELLS CAN
BECOME TOTIPOTENT

Nuclear transplantation demonstrates
nuclear equivalence

> I Totipotent

Geno! Gene2 Gere3 Genod

/
, a
/

.

“l“ J Pluripotent

Gene! Gere2 Gened

I
I
I

Briggs and King, 1952 \ l

Gurdon, 1960s \
\ MO0 pultipotent

\
“Do"y” \
\
Differentiated cells maintain \ l
: \
the potential to generate NI ININNTTE Unipotent
an entire organism D VD P, S

Alex Meissner, Henry Stewart Talks



INACTIVATION DU CHROMOSOME X:
CORPUSCULES BAR

Barr, M. L., Bertram, E. G., (1949), A Morphological Distinction between Neurones of the Male and Female, and
the Behaviour of the Nucleolar Satellite. Nature. 163 (4148): 676-7.

Lyon, M. F., (2003), The Lyon and the LINE hypothesis. j.semcdb 14, 313-318. (Abstract)




Les modifications de la méthylation de ['ADN se

produsise sur les cytosines apartenant aux groupements
CG (cytosine-guanine) - ’iles CpG.

Groupement Méthyl
surune cytosine dans in ilét CpG

X == Fonction du géne bloquée

0000 00
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Adrien Bird, Henry Stewart Talks

1 kb
[

00000

! B

0000000000000 !

i g g

X

Lo g g

QBT | Rt e Tvn 1 o RGN " F O A SR
TR T A TR T e
£ 2 SR PSRRI F S AR RN MRS - L A

|
51,
Al
%
|
4




Sur les deux chromosomes X un seul est actif. L'autre
est réduit au silence. Un phénomene emblématique
d'un pan méconnu de la régulation de I'expression des
genes: I'épigénétique.

46, XX female 49, XXXXY male

PN Yy ) AP SRR A S ) S

Barr bodies visualized by XIST RNA FISH

|

Barbara Migeon, Henry Stewart Talks



LE CHROMOZOME X INACTIVE PRESENT
HISTONE H4 NON- ACETYLEE

Inactive X has inactive chromatin:
unacetylated histone H4

Peter Jeppesen

Barbara Migeon, Henry Stewart Talks



Les modifications épigénétiques (aceétylation des histones et
méthylation de '’ADN) participent a la tumorogenese par 'inactivation des
genes suppresseurs de tumeur.

A. Cellule normale

B. Cellule tumorale

S

[ = f CpG non méthylé O Histone acétylée
Site d'initiation o
Lb de Ia transcription T Lpls methyle . Histone déacétylée
HDAC: Histone déacétylase MBP: Methyl binding proteins

Figure 1. Méthylation de I'ADN et configuration de la chromatine au niveau d'un géne suppresseur de tumeur (GST)
constitué de trois exons, dans une cellule normale (A) et dans une cellule tumorale (B)

(Schéma medifié d'aprés réf ),

A. Dans une cellule normale, ce GST est activement transcrit. L7lot CpG situé dans le promoteur n'est pas méthyle. En revanche, les CpG
situés en aval sont méthylés. Les histones sont acétylées a proximité du site d'initiation de la transcription,

B. Dans une cellule tumorale, ce GST n'est plus transcnt. LTlot CpG situé dans le promoteur est méthylé, induisant I'attachement de protéines
a domaine MBF. En revanche, les CpG sitlués en aval sont moins méthylés gue dans une cellule normale. Les histones sont plus denses et
sont déacétylées au niveau du promoteur.




Génétique versus epigenétique

Modifications génétiques »

el
Mutation : Altération de la séquence nucléotidique m

Héritable ! |

Modifications épigénetiques

Aucune altération de la séquence nucléotidique

Modification de 'activité transcriptionnelle des génes

' ADN Chromatine
Méthylatioh de I'ADN Modification post;traductionnelle
llots CpG des histones

Heritable | [l Réversible ! - Péronnet 2006







