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ADN immortel
ou signature
épigénétique ?

Pierre Rocheteau, Shahragim Tajbakhsh

> Avant la mitose, I’ADN est répliqué et chaque
cellule fille en hérite d’'une copie. Cependant, lors
de ce processus, des erreurs peuvent se produire,
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ce qui peut perturber e systeme et provoquer des
cancers. Un mécanisme a été proposé pour éviter
I’accumulation trop importante des mutations, il
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de ’ADN, co-segrégent tous dans une seule et
méme cellule lors de la division. Cependant, de
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nos jours, le role exact de ce phénomeéne n’est

pas clair s’agit-il d’un mécanisme de protection
contre les mutations ou de conservation des mar-
ques épigénétiques dans la cellule souche ? Nous

proposons ici de montrer quelles preuves expé-
rimentales permettent de confirmer aujourd’hui
I’existence de ce phénomene, quelles implica-
tions et quels mécanismes il pourrait mettre en
jeu ainsi que le réle qu’il pourrait tenir. <
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Les cellules souches sont présentes dans tous les tis-
sus et organes. Elles sont indispensables pour assurer
la croissance embryonnaire et post-natale, et sont
également requises lors de la régénération tissulaire
aprés une blessure. Le potentiel régénératif des cellu-
les souches a suscité beaucoup d’intérét en médecine
ces dernieres années. Toutefois, I'un des principaux
handicaps a ’étude de ces cellules a été ’absence de
marqueurs spécifiques permettant de discriminer un
état cellulaire souche d’un état cellulaire engagé vers
la différenciation. Pour cela, la rétention de thymidine
tritiée ou d’autres analogues de la thymidine a été
utilisée pour identifier et localiser les cellules souches
putatives. La rétention du nucléotide radioactif est
fondée sur I’hypotheése selon laquelle une cellule sou-
che se diviserait peu ou trés lentement, alors que les
progéniteurs ou les cellules plus différenciées posse-
deraient un rythme de division plus rapide engendrant
la dilution progressive du marqueur par ségrégation
aléatoire des brins d’ADN marqué. Néanmoins, un
nombre croissant d’expériences, dont certaines seront
discutées dans cette revue, montrent que lors de sa
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division, la cellule souche pourrait transmettre les
brins matrices de I’ADN, appelés «brins anciens ou
immortels », a une seule des cellules filles [1]. Ce
mécanisme de co-ségrégation des brins matrices per-
mettrait aux cellules souches de protéger leur ADN des
erreurs produites lors de sa réplication. Cependant,
ces observations pourraient également étre expli-
quées par I’état épigénétique particulier de la cellule
souche.

La co-ségrégation des brins matrices de I’ADN

Dans I’hypothese d’une réplication semi-conservative
de I’ADN, les deux brins d’ADN des chromosomes sont
identifiables, I’'un étant défini comme « vieux brin » (ou
matrice) et I’autre comme brin néo-synthétisé. ’hypo-
theése de ségrégation asymétrique suppose qu’il existe
un mécanisme permettant la discrimination des brins
anciens et néo-synthétisés, et la co-ségrégation des
vieux brins de I’ADN a une seule des cellules filles lors de
la division cellulaire (Figure 1). Le modéle prédit que la
cellule héritant des brins anciens conservera son statut
de cellule souche ; son génome serait ainsi protégé des
erreurs réplicatives et des mutations.

Cette possible ségrégation asymétrique des brins d’ADN
souléve plusieurs questions :

- Ce phénomene est-il le fait de toutes les cellules sou-
ches ou seulement d’une partie d’entre elles ?

- A quel stade de la vie cellulaire cela survient-il ?
(stade embryonnaire, feetal, ou adulte).

http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20082410847
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Les cellules souches peuvent aussi se diviser de maniére symétrique.
€n effet, en période d’expansion cellulaire, comme c’est le cas au
cours du développement, de la croissance, ou lors de la réparation
d’une lésion, des divisons symétriques permettent d’augmenter de
facon exponentielle la population cellulaire et de repeupler le tissu.
€n revanche, le mode de division asymétrique est souvent associé a un
état homéostatique et a une expansion cellulaire linéaire.

- Comment I'identité du brin matrice de ’ADN est-elle établie, et dans
quelles circonstances s’effectue cette co-ségrégation ? Il faut souli-
gner que pour répondre a ces questions, il est impératif de déterminer,
pour chaque tissu et organe, la période a laquelle "lhoméostasie est
atteinte.

- Quel mécanisme permet la co-ségrégation des brins matrices de
I’ADN ? L’identité du brin matrice de ’ADN serait acquise lors des divi-
sions cellulaires. Le modeéle suppose qu’une fois cette identité acquise,
elle serait reconnue et maintenue, au cours des divisions asymétriques.
Il reste encore a déterminer si ce mécanisme est universel ou propre a
certains tissus seulement, mais le démontrer, ou éventuellement le
réfuter, est un vrai défi sur le plan expérimental. De méme, il n’est pas
exclu que ce phénomene ne soit pas restreint aux seules cellules sou-
ches, mais puisse, dans certaines conditions, s’appliquer également a
d’autres types cellulaires.

Les implications
pour la biologie des cellules souches

La rétention des brins matrices de I’ADN dans une seule
des cellules filles lors de la division cellulaire a des
implications majeures. La premiere, bénéfique pour la
cellule, est la conservation de la fidélité du génome
puisque les éventuelles mutations survenant au cours
des réplications seront distribuées dans les cellules qui
vont se différencier et non pas dans les cellules souches
[1]. Cela est important dans le contexte de la carci-
nogenése, car ces cellules souches, contrairement aux
cellules différenciées qui ont généralement une durée
de vie limitée, sont destinées a perdurer dans I’orga-
nisme, et donneront naissance a de trés nombreuses
descendances au cours du temps.

€n contrepartie, cet « avantage » peut s’avérer néfaste
pour une cellule souche qui subit une mutation pendant
la phase d’expansion tissulaire, durant laquelle elle se
multiplie alors via des divisions symétriques. Dans ce
schéma, les éventuelles erreurs de réplication seront
transmises systématiquement & leur descendance.

Espeéce Tissus Preuve experimentale Commentaires Réf.
- . Phénomeéne indépendant de la niche (de
) Culture Période de pulse/chase a la . P . ) (
Souris . . L, I’environnement) puisqu’il est toujours [36]
cellulaire thymidine tritiée , o
repérable in vitro
- o : ) Phénomene analogue a ce que I'on
Bactéries et Association de I’ancien brin de I’ADN :
observe chez certains eucaryotes [18]
levures et de la membrane L
supérieurs
Raci Culture in vitro en milieu tritié puis Ce mécanisme semble étre une
acine
Plantes (Méristéme) culture pendant 2 générations sans propriété présente aussi dans le monde [12, 16]
éristeme
radioactivité végétal et les champignons
Champignons Marquage radioactif [36]
Petit intestin . .
; Marquage radioactif et BrdU - [5, 6]
Glandes mammaires Ces expériences permettent
d’observer qu’une sous population
In vitro lignée BrdU de cellules retient le brin matrice [35]
Souris immortalisée dans la cellule destinée a rester
z et . souche et exclut le brin néo-synthétisé
Précurseurs neuronaux  BrdU et vidéomicroscopie 4 xel ) y i [8]
dans la cellule qui s’engage dans la voie
. Analogues de thymidines ; de différenciation au cours de la mitose
Muscle squelettique o g' _y [10, 11]
vidéomicroscopie
Certains types cellulaires semblent
Cellules souches o 3 Lo présenter un biais vis-a-vis
) Différents précurseurs Approches génétiques L, ) .
embryonnaires de la ségrégation du brin matrice [20, 21]

) cellulaires sont étudiés
de souris

de recombinaison homologue

du chromosome 7 mais tous les types
de cellules ne le font pas

Tableau I. Arguments expérimentaux en faveur de la ségrégation asymétrique des brins d’ADN.
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'accumulation de mutations dans le brin matrice
compromettrait alors le fonctionnement et la viabilité
de ces cellules souches, et expliquerait entre autres
pourquoi la capacité de régénération des tissus diminue
avec I’dge et I'incidence des cancers augmente.
Finalement, ce modele remet en question 'interpréta-
tion des expériences de « pulse-chase » ou la rétention
des molécules comme le 5-Bromo-2’-Déoxyuridine
(BrdU), un analogue de la thymidine, par les cellules
souches, était interprétée comme témoignant d’une
sortie du cycle cellulaire. Or, selon I’hypothése de co-
ségrégation des brins matrices de "ADN, une cellule
souche pourrait se diviser tout en retenant le marqueur
BrdU.

Preuves expérimentales de la ségrégation
asymétrique des brins d’ADN

Bien que postulée il y a une trentaine d’années, et en
dépit des preuves expérimentales accumulées, I’exis-
tence de la co-ségrégation du brin matrice de I’ADN
n’est pas universellement acceptée [2, 3]. Cependant,
de plus en plus de preuves expérimentales (Tableau 1),
obtenues notamment in vitro dans I’embryon de souris
[4], et dans I'intestin chez la souris [5, 6], sont en
accord avec ce modeéle. Cette derniére étude, réali-
sée in vivo sur les cellules résidant dans les cryptes

| Brins matrices (marqués)

| Brins néo-synthétisés
(phase S1 et S2)

® Centromere

Phase S1 ¢

Mitose 1 ‘/ \

Phase S2

Ségrégation Segregatlon
asymétrique symétrique
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de Iintestin gréle, a eu un réle majeur pour consolider I’hypothése
d’une ségrégation asymétrique des brins d’ADN. €n effet, ces cellules
se divisent un grand nombre de fois durant la vie de I"animal, assu-
rant le renouvellement de la paroi épithéliale intestinale, et elles
accumulent trés peu de mutations cancéreuses. Dans ce travail, les
souris ont regcu dans un premier temps une injection de thymidine
tritiée (*H-thymidine) au cours de leur croissance (avant 6 semai-
nes), marquant ainsi les brins de I’ADN. Puis & I’dge adulte, elles ont
été exposées a une irradiation simulant une blessure de I’intestin
et entrafnant sa régénération, alors que dans le méme temps, elles
recevaient un pulse de BrdU (Figure 2). La présence de cellules
marquées par les 2 analogues démontre que les cellules retenant la
SH-thymidine sont mitotiquement actives puisqu’elles ont incorporé
le BrdU, et non pas dans un état quiescent. De plus, I’étude montrait
qu’aprés un minimum de deux divisions (Figure 1), certaines cellules
ont exclu le brin marqué par le BrdU (le brin néo-synthétisé) et ont
conservé le brin marqué a la *H-thymidine (brin matrice), en accord
avec le modéle proposé de coségrégation des brins d’ADN immor-
tels (Figure 2). Cependant une étude récente vient de montrer que,
contrairement a ce que ’on pensait précédemment, les cellules sou-
ches de I'intestin gréle se trouvent au fond de la crypte intestinale
et non pas quelques cellules au-dessus du fond, dans la position ou
les auteurs précédents ont fait leur étude [7]. Cela ne remet pas en
cause les observation d’une ségrégation asymétrique des brins d’ADN
mais souleve la question du type cellulaire capable d’effectuer la
co-ségrégation du brin matrice, qui peut ne pas étre une cellule
souche. Des études complémentaires réalisées in vivo et in vitro ont
observé une ségrégation asymétrique des brins d’ADN dans d’autres
types cellulaires comme les cellules neurales [8], les cellules de la
glande mammaire [9] et les cellules satellites du muscle squelet-
tique [10, 11]. Chez les plantes Vicia faba ou Triticum boeoticum
aussi, des biais ont été observés dans la distribution des chromo-
somes marqués au préalable par un traceur radioactif puis révélés
par autoradiographie apres un certain temps d’incubation dans un
milieu de culture dépourvu de radioactivité [12].

€n revanche, dans d’autres systemes, "existence d’une co-ségréga-
tion des brins matrices d’ADN n’a pas pu é&tre démontrée (Tableau |).
Ainsi, chez Caenorhabditis elegans, la régle est la ségrégation
aléatoire, bien que le paradigme étudié correspondait au dévelop-
pement embryonnaire et non pas aux cellules souches adultes [13].
Il semble aussi que I’absence de co-ségrégation des chromosomes

Figure 1. Modéle de division asymétrique du brin matrice de 'ADN. Lors d’une
division asymétrique, les chromosomes contenant le brin matrice de I’ADN (bleu)
co-ségregent dans la cellule souche. La réplication étant semi- conservative,
chaque chromosome contient un brin « ancien » et un brin néo-synthétisé. Ainsi
les chromosomes contenant I’ancien brin d’ADN, en accord avec ’hypotheése du
brin immortel, co-ségregent pendant plusieurs divisions asymétriques, puis sont
distribués de maniere aléatoire lors de divisions symétriques. Une population
de cellules souches contient donc proportionnellement plus d’anciens brins
(bleu) que de brins néo-synthétisés (rouges) qui sont transmis a la population

destinée a se différencier.
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Figure 2. Schéma d’injection et observa-

| Brins BrdU*

| Brins matrices (°*H-T)

| Brins sans analogue

tion du phénoméne. *H-T: thymidine tritiée
en bleu correspondant ici au brin matrice
marqué lors de la croissance de I"animal.
BrdU :

Blessure
H-T % BrdU o Centromére
w l l > Cellule qui retient
les anciens brins
Croissance Adulte
Division Ségrégation

@Phase‘

OO0
phqse M|tos

asymeétrique

5-Bromo-2’désoxyuridine en rouge
correspondant ici au brin néo-synthétisé
lors de I'activation de la cellule aprés une
blessure et la synthése de I’ADN. €n noir cor-
respond le brin néo-synthétisé en I’absence
d’analogue. Dans ce cas de figure, la cellule
souche va conserver les brins matrices mar-
qués *H-T alors que la cellule qui va entrer
en différenciation va hériter des brins néo-
synthétisés (BrdU).

Cellule
qui hérite des brins

néosynthétisés

prévaut dans les cellules souches du systeme hématopoiétique
(CSH) [14]. Cette étude bénéficie d’'une connaissance approfondie
des CSH; cependant, il est vrai que les temps d’attente élevés par
rapport au cycle cellulaire peuvent rendre les conclusions difficiles
dans la mesure ou des divisions symétriques peuvent avoir lieu,
distribuant les brins matrices de I’ADN de fagon aléatoire et diluant
ainsi le marqueur, rendant la détection du phénomene impossible. Il
est possible, donc, que les CSH ne ségregent pas leur ADN de fagon
«immortelle ». Néanmoins, il est nécessaire de déterminer quand
ces cellules souches s’engagent dans la division symétrique versus
asymétrique pour consolider ces résultats.

Ces analyses ne permettent donc pas d’affirmer que le processus de la
co-ségrégation des brins matrices est impossible mais seulement qu’il
est absent dans certains lignages cellulaires dans les conditions expé-
rimentales utilisées. Cela indique que la ségrégation non-aléatoire
des brins d’ADN n’est pas une régle absolue [15-17]. Ces conclusions
sont en accord avec le modéle que nous proposons, dans lequel les
cellules souches alternent entre des phases de divisions symétriques
et de divisions asymétriques (sinon ces cellules, excluant toujours le
brin néo-synthétisé, ne pourraient jamais incorporer un marqueur de
I’ADN).

Il est important de noter que, dans aucune de ces études, le phéno-
mene de « 'immortalité » des brins d’ADN n’a été directement démon-
tré sur de longues périodes, bien que de fortes preuves expérimentales
utilisant différentes approches ont permis de documenter la co-ségré-
gation des brins matrices de ’ADN de maniére indirecte. D’ailleurs,
le choix du terme «immortel » initialement proposé par Cairns peut
s’avérer inapproprié. €n effet, la co-ségrégation des brins matrices
n’implique pas que ce phénomeéne soit utilisé continuellement par la
méme cellule au cours de toute sa vie, mais plutot définit un état
qui peut étre transitoire. Ce comportement cellulaire pourrait donc
étre plus complexe que celui qui a été proposé lors de sa description
initiale ; la co-ségrégation du brin parental pourrait aussi étre un phé-
nomene stochastique rendant sa mise en évidence expérimentale tres
complexe sur de longues périodes.
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Considérations mécanistiques

Indépendamment de la ségrégation des brins d’ADN, les
cellules souches sont capables de se diviser de facon
asymétrique ou symétrique, distribuant a parts égales
ou inégales des déterminants cellulaires différents aux
deux cellules filles a I'issue de la mitose.

La levure S. pombe est un modéle de référence dans
I’étude du mécanisme de division cellulaire. Cet euca-
ryote peut générer des descendants de sexe différents (P
et M) via une division cellulaire asymétrique. Ce proces-
sus de division met en jeu des réarrangements géniques.
Uexpression des génes responsables de ce phénomeéne
est sous controle épigénétique. Or ces marques épigé-
nétiques (au niveau du locus matl) se trouvent sur un
seul des deux brins de ’ADN [18]. Il s’agit d’un cas de
figure analogue a celui de la division asymétrique d’une
cellule souche ol une cellule fille est toujours identique
a la cellule parentale alors que I'autre s’engage dans la
différenciation et ou les deux brins de I’ADN ne sont pas
identiques. Les différences de destins cellulaires sont
corrélées a la non équivalence des brins d’ADN.

Cette division asymétrique est effectuée en partie par une
machinerie cellulaire qui controle I'orientation du fuseau
mitotique [19]. La ségrégation active des chromosomes
est probablement sous le contrle de cette machinerie qui
est composée d’éléments appartenant au cytosquelette.
Un rdle clé de la dynéine a été proposé dans le mécanisme
de co-ségrégation du brin de ’ADN dans les cellules, car
P'utilisation d’ARN interférants qui bloquent I"expression
de la dynéine abolit le phénomene [20, 21]. La dynéine
fait partie du complexe qui reconnait les kinétochores,
structures d’attachement des microtubules et des chromo-
somes durant la métaphase [37]. Cela pourrait d’ailleurs
constituer un autre « checkpoint » et expliquer la longueur



de la métaphase par rapport a I'anaphase qui se déroule
beaucoup plus rapidement, le temps supplémentaire étant
utilisé pour la reconnaissance éventuelle des brins matri-
ces. Les kinétochores sont en tout cas indispensables a la
migration active des chromosomes aux poles de la cellule
[22-26]. Des défauts dans ces structures entrainent la
ségrégation incorrecte des chromosomes pouvant contri-
buer a la formation de tumeurs ou a 'apparition de cellules
aneuploides [27, 28].

Le centromeére (la région du chromosome ol les chromati-
des sceurs sont liées et ol se situent les kinétochores [38])
est controlé par des marques épigénétiques pouvant étre
distinctes sur les deux chromatides du méme chromosome
[29], qui pourront chacune transmettre des états épigé-
nétiques différents dans les cellules filles apres la division.
Ces marques épigénétiques contrdlent la région péricentro-
mérique composée d’un domaine hétérochromatique. Il est
a noter que la formation de I’état hétérochromatique de
ce domaine est régulé par ARN interférence chez S. pombe
[30] et qu'il affecte la ségrégation des chromosomes [31,
32]. Des mécanismes similaires ont été observés chez le
poulet [33] et la souris [34]. Des marques épigénétiques
propres aux centrosomes pourraient étre mises en place
lors de I'acquisition de I’état « matrice » de ’ADN, et étre
conservées lors des divisions asymétriques.

Par ailleurs, il a été proposé que p53, un facteur clé
pour le maintien de I'intégrité du génome, soit un
modulateur du phénomeéne de PADN « immortel » [35].
Cependant, des expériences a court terme in vitro ont
montré que le phénomeéne de co-ségrégation du brin
matrice de ’ADN peut se produire en I’absence de p53
dans les cellules musculaires [11]. Il ”’est néanmoins
pas exclu que d’autres membres de cette famille,
notamment p63 et p73, régulent ce phénomene.

Ainsi le cytosquelette doit jouer un rdle clé dans la
reconnaissance et la coségrégation des brins matrices
des chromosomes. Les deux chromatides sceurs compor-
tant la méme information génétique, la reconnaissance
doit se faire par le biais de marques épigénétiques.

Régulation épigénétique des cellules souches
et des progéniteurs : un modeéle alternatif

La régulation épigénétique correspond a des modifica-
tions transmissibles et réversibles de I’expression des
genes qui ne s’accompagnent pas de changements au
niveau de la séquence nucléotidique [39, 40]. Il est fort
probable que I'identité des chromatides soit définie par le
biais de marques épigénétiques.

Quand ’hypothése de co-ségrégation des brins matrices de
I’ADN a été proposée il y a plus de 30 ans, la notion de régu-
lation épigénétique du génome et sa corrélation avec I'état
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cellulaire n’étaient pas encore formulées. Aujourd’hui, de trés nombreuses
preuves expérimentales démontrent que I’état chromatinien et notamment
I’état de méthylation de I’ADN ou des modifications des histones, jouent un
role déterminant dans la régulation de I’expression de génes. Ainsi, I'acti-
vation ou la répression des genes par le biais de ces marques épigénétiques
permet de distinguer un état souche d’un état plus différencié des cellules.
Ces signatures moléculaires pourraient permettre aux brins matrices d’étre
reconnus et d’étre co-ségrégés. Il est important de noter que la ségrégation
asymétrique des brins matrices pourrait refléter des marques épigénétiques
de Iensemble des génes des chromatides et ne soit pas simplement un
moyen d’échapper aux erreurs de réplication comme cela a été postulé par
Cairns [1]. De cette facon, 'expression des génes impliqués dans I'auto-
renouvellement et le destin cellulaire pourrait étre respectivement mainte-
nue ou réprimée dans les cellules souches et leurs descendants. Lutilisation
de marqueurs comme des analogues de nucléotides pourrait dévoiler, par
la co-ségrégation du brin matrice de PADN, la distribution inégale de ces
signatures épigénétiques. Nous avions évoqué cette possibilité [11], qui a
été récemment élaborée plus en détail [3].

Ainsi, les cellules filles qui conservent le brin matrice conservent aussi
Iidentité souche. €t par conséquent, les cellules s’engageant dans la
voie de différenciation héritent des brins « néo-synthétisés ». La dif-
férence de comportement cellulaire entre les deux cellules filles peut
provenir de la non-équivalence des brins de ’ADN, qui fournissent aux
deux cellules filles la méme information génétique mais des états épi-
génétiques différents se traduisant par un état d’activation des genes
différent entre les deux cellules.

Conclusions et perspectives

Le fait que les brins matrices de ’ADN co-ségregent au cours de la division
cellulaire intrigue les chercheurs depuis trente ans. Les progrés de nos
connaissances en biologie cellulaire mais aussi des régulations épigéné-
tiques, de méme que le développement de méthodes de marquage in vitro
et in vivo sophistiquées, ont permis d’apporter de nouveaux éléments. |l
demeure cependant a répondre a des questions majeures, par exemple,
ce processus est-il exclusif des cellules souches adultes ? Quel que soit le
bénéfice que puisse tirer la cellule souche d’un tel mécanisme, le fait que
les chromatides sceurs puissent étre distinguées pendant la métaphase et
ségrégées sélectivement dans I'une des cellules filles, ébranle un dogme
et repousse les limites de la biologie cellulaire, que I'imagerie dynamique
devrait dans les prochaines années aider a résoudre. ¢

SUMMARY

Immortal DNA or epigenetic signature ?

During mitosis each daughter cell inherits a full copy of the maternal geno-
mic material. DNA replication, however, is an imprecise process, thus errors
can arise resulting in potentially deleterious mutations over extended
rounds of cell division and these may lead to cancinogenesis. Over thirty
years ago, J. Cairns proposed that a cell could avoid the accumulation of
mutations arising from DNA replication if all template DNA strands are
inherited in one daughter cell during cell division, thus giving rise to the
notion of «immortal» DNA strands. In this model the stem cells would
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retain the template DNA (older) strands. Proving or disproving this notion
experimentally has been challenging. Further, it has recently become
apparent that epigenetic regulation of gene expression plays a critical role
in governing cell states, self-renewal and differentiation. In light of these
data, can the phenomenon on template DNA strand segregation also reflect
this epigenetic signature ? In this review we explore these notions, discuss
the evidence in support of this theory, the implications, and some of the
mechanisms which could explain this phenomenon. ¢
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