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La différenciation cellulaire

Au cours du développement d'un organisme pluricellulaire, la plupart des cellules issues de la cellule-œuf subissent une spécialisation progressive, appelée différenciation.
La différenciation est l'acquisition par une cellule ou une population cellulaire de caractères morphologiques originaux habituellement en rapport avec une spécialisation fonctionnelle.

La différenciation cellulaire est due à une combinatoire de facteurs de transcription.
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Définitions :

Différenciation terminale : expression de gènes spécifiques

Détermination : suppose la connaissance des coordonnées spatiales. Une cellule est déterminée lorsqu'elle est capable de se différencier dans une autre région de l'embryon.

Spécification : capacité d'une cellule à se différencier de manière autonome quand elle se trouve mise en culture.

Unipotent : ne peut donner qu'un seul type cellulaire différencié.

Totipotent : possède la capacité de donner tous les types cellulaires.

Pluripotent : la capacité de différenciation est limitée à quelques types cellulaires.

La différenciation nécessite la définition des coordonnées spatiales de la cellule, l'obtention d'une identité tissulaire, la capacité de prolifération  cellulaire et la réalisation de mouvements morphogénétiques.

L'expression de gènes spécifiques et l'inhibition des autres correspond à la différenciation terminale.

Des mécanismes d'apoptose existent de manière physiologique (tissu nerveux, ...) et aussi lorsque des erreurs de différenciation ou de mutations de l'ADN non réparées.

La mémoire : la différenciation doit être conservée par les descendants après disparition des repères spatiaux responsables de la diversité cellulaire.

Au total :

- La cellule connaît ses coordonnées spatiales : elle est déterminée

- Elle est mobile et communique avec les autres cellules : elle devient différenciée.

- Elle exprime des gènes spécifiques : c'est la différenciation terminale.

II) Différenciation et morphogenèse

1) Au niveau de l'organisme entier
Au niveau d'un organisme entier, c'est le developpement embryonnaire précoce. 



1.1) Au stade du zygote
- La cellule qui constitue le zygote est soumise à l'influence des conditions biochimiques du milieu (pH, facteurs de croissance et hormones).

- Cette cellule est totipotente.

- Les composés cytoplasmiques sont répartis de manière inégale et certaines informations proviennent de l'expression de gènes maternels avant la fécondation.



1.2) Aux stades précoces : segmentation et gastrulation
- Les divisions cellulaires peuvent être symétriques ou asymétriques.

- Au stade morula, les cellules sont totipotentes. Les cellules situées à l'extérieur sont sous l'influence du milieu extérieur ; les cellules situées à l'intérieur sont au contact des autres cellules.

- Au stade blastocyste, les cellules sont pluripotentes ; elles sont déjà restreintes à certaines voies de différenciation. Les cellules de la couche externe donnent le trophoblaste. Les cellules de la masse interne donneront les cellules de l'embryon et d'une partie des annexes extra embryonnaires.

- Au stade gastrula, le plan général du corps de l'animal devient visible (région céphalique et région caudale). Les cellules sont organisées en feuillets. 


2) Différenciation au niveau d'un organe
Exemple des étapes nécessaires à la formation d'un membre antérieur ou postérieur :

- Formation d'un bourgeon de membre à partir d'ectoderme et de mésoderme

[image: image18.jpg]


- Différenciation des chondrocytes pour le cartilage, des ostéocytes pour l'os, des myocytes pour les muscles.

- Les interactions entre les cellules mésodermiques et l'ectoderme sus jacent vont définir la régionalisation dorso ventrale du futur membre.
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La différenciation cellulaire peut être analysée aux niveaux tissulaire, cellulaire et moléculaire.

III) Prolifération, cellules souches et lignages cellulaires
Dans l'organisme, certaines cellules persistent toute la vie sans renouvellement, d'autres, au contraire, sont constamment renouvelées à partir de cellules souches capables de proliférer.

Lorsque la différenciation est terminale, la prolifération s'arrête.


1) Les cellules souche
- Une cellule souche est une cellule indifférenciée capable de proliférer (auto-renouvellement) et de régénérer un tissu lésé.

- Une cellule souche peut être unipotente, pluripotente ou totipotente.

- Les cellules intermédiaires entre la cellule souche et les cellules différenciées (cellules de transit) ne sont plus capables de s'auto-renouveler. 

- Les cellules ES (Embryonic Stem Cells) dérivent de la masse embryonnaire au stade blastocyste. Elles sont pluripotentes et constituent un outil de choix pour la biologie moléculaire.


2) Clones et lignages cellulaires
- Un clone est un ensemble de cellules qui possèdent toutes les mêmes caractéristiques et dérivent d'une même cellule mère.

- Un lignage ou une lignée correspond à des cellules qui dérivent toutes d'une même cellule souche mais dont les caractéristiques sont restreintes par une différenciation.

Le lignage peut être monoclonal déterminé, polyclonal déterminé ou polyclonal indéterminé :
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Lignage polyclonal déterminé

Chez les vertébrés, c'est le lignage polyclonal indéterminé qui est utilisé :
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Il existe des voies secondaires permettant la différenciation.

Exemple des dérivés de la cellule souche du mésoderme para-axial et des différents lignages de cellules mésodermiques : 
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La formation d'un organe nécessite la plupart du temps l'association de cellules provenant de lignées différentes. La différenciation du tissu osseux implique des cellules de deux lignages : 

- Le lignage donnant une cellule souche commune aux macrophages, aux granulocytes et aux ostéoclastes (résorption ou apoptose).

- Le lignage donnant les cellules du tissus conjonctif de soutien, dont sont différenciées les ostéocytes (synthèse).

IV) Spécification et détermination

1) La spécification
- Spécification : une cellule est spécifiée si elle est capable de se différencier de manière autonome quand elle se trouve dans une boîte de culture, c'est à dire, dans un environnement neutre.

Il existe trois sortes de spécifications : 

- La spécification autonome, chez les invertébrés inférieurs. 

- La spécification syncytiale, chez la plupart des insectes.

- La spécification conditionnée, chez les vertébrés. La spécification se fait par interaction entre les cellules et la position est très importante.

Les cellules ont à l'origine la capacité de s'engager dans plus d'une voie de différenciation, mais les interactions avec les cellules voisines limitent leurs possibilités.


2) La détermination
- Détermination ; une cellule est déterminée si elle est capable de se différencier de manière autonome en étant implantée dans une autre région de l'embryon.

- Une cellule est déterminée si elle a subit un changement auto-reproductif d'une caractéristique.

- Une cellule déterminée est engagée dans une voie de différenciation, mais n'a pas les caractéristiques de sa différenciation terminale.



Contrôle


 Non déterminé

       Déterminé

Expérience de détermination

V) La différenciation
- Différenciation : formation de types cellulaires spécialisés à partir d'une cellule indifférenciée. La différenciation correspond à l'acquisition d'une fonction et d'une morphologie spécialisée définitive.

- Plus les cellules sont différenciées et plus le répertoire de gènes exprimés se restreint et moins il y a de possibilités d'adaptations.


1) Caractéristiques

- Elle est induite par des signaux extérieurs et par un programme de détermination interne.

- Elle est mise en évidence par l'intermédiaire des modifications qualitatives du phénotype, dues à la synthèse de nouveaux produits par les gènes.


2) Gènes de contrôle de la détermination et de la différenciation
L'état de détermination, le passage de la détermination à la différenciation et les mécanismes de mémoire sont dus aux mêmes types de molécules ou à des variants d'épissage exprimés successivement à différents moments et / ou à différents endroits.

VI) Mécanismes moléculaires de la détermination et de la différenciation
1) Prolifération, différenciation et cycle cellulaire
- Il y a d'abord prolifération.

- Puis, un signal extérieur émanant d'autres cellules du même tissu ou d'un autre tissu entraîne l'arrêt du cycle cellulaire. 

- Une cellule différenciée possède une capacité de prolifération faible.
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- L'expression et / ou la répression de gènes spécifiques au lignage permet des inductions successives et la détermination et la différenciation cellulaire.

Exemple du muscle :

Dans le développement du muscle, prolifération et différenciation s'excluent mutuellement, comme chez les neurones, des adipocytes, des kératinocytes et des cellules sanguines. 

Des facteurs de transcription de type bHLH sont impliqués dans la différenciation des cellules musculaires et sont présents dès la formation des premières cellules, mais sont inactivés par la présence de facteurs de croissance.

Lorsque le signal de différenciation est donné, les facteurs myogéniques s'associent à des inhibiteurs pour permettre la différenciation et le blocage de l'entrée dans le cycle cellulaire.

Implication des facteurs de transcription de type b-HLH
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Action de p21 : l'augmentation de p21 fait apparaître les marqueurs moléculaires spécifiques du muscle, comme la myogénine.
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3) Différents types de signalisations inter-cellulaires 

Ils sont dus à des modifications dans l'expression ou la répression de gènes spécifiques.

- Induction par un système ligand – récepteur.

- Contacts directs entre cellules d'un même type.

- Interactions entre cellules de différents feuillets primitifs : exemple épithélium / mésenchyme.



3.1) Induction des interactions ligand – récepteur
Ces interactions sont médiées par les facteurs de croissance ou les hormones et leurs récepteurs.

- Récepteurs à tyrosine kinase : FGF, EGF, TGF et CAM (sélectines / sucres ; cadhérines / caténines ; intégrines / laminine, fibronectine, fibrinogène ...

- Hormones liposolubles et récepteurs nucléaires (acides rétinoïque, hormones stéroïdes, thyroxine).

- Récepteurs couplés aux protéines G (acétylcholine, sérotonine, ...)

La régulation génique se fait par l'intermédiaire de différentes voies de signalisation intracellulaires (voir cours sur la communication cellulaire).

Voie 1 :
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Exemples voie 1 :
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Voie 2 :
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Exemples voie 2 :
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Les cellules du lignage des ostéoblastes
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Formation d'une molaire

Au stade 1, l'ARN TGF-2 est exprimé dans le mésenchyme (détection de l'ARNm par ISH).

La protéine est exprimée dans l'épithélium (immunohistochimie).

Aux stades 2 et 3, la protéine TGF-2 est détectée dans les cellules qui expriment le gène.

Voie 3 :
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Les molécules intervenant au niveau de la différenciation cellulaire existent chez les vertébrés sous forme de variants produits par des gènes paralogues et / ou générés par épissages alternatifs. Il existe ainsi quatre gènes de récepteurs aux FGF, FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 et FGFR-4, et des isoformes.

FGR-2 IIIb est exprimé dans l'ectoderme, FGFR-2 IIIc est exprimé dans le mésoderme.

Il existe une vingtaine de ligands de type FGF.
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3.2) Interactions cellule-cellule dans un même tissu
Elles font intervenir les cadhérines et les caténines, par des liaisons homophiliques.



3.3) Interactions entre feuillets différents ou avec la MEC
Ces interactions sont médiées par différents types de molécules :

- Les GAG se lient aux protéines pour former les protéoglycanes

- Les protéines fibreuses structurales comme le collagène et l'élastine ou les protéines d'adhérence comme la fibronectine ou la laminine.

VII) Hiérarchie et organisation des phénomènes de différenciation
La génétique de la drosophile a permis d'isoler des mutants de gènes du développement, d'établir une hiérarchie temporelle de l'expression de ces gènes et de définir leur rôle, par l'intermédiaire des mutants.


1) Les gènes sélecteurs homéotiques
La mise en place des segments correspond à l'expression en cascade des gènes sélecteurs homéotiques HOM / HOX (hox-a, hox-b, hox-c, hox-d).
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2) La polarité dorso-ventrale
La polarité dorso-ventrale est établie par Dorsal : activation de twist (B-HLH), répression de dpp (BMP).
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3) La régionalisation dorso-ventrale du mésoderme
Les inductions ectoderme -> mésoderme utilisent la voie du TGF. L'ectoderme ventral induit le mésoderme ventral et l'ectoderme dorsal induit le mésoderme dorsal. L'expression de twist spécifie le mésoderme. 


4) Informations antéro-postérieure par wg et en
- Les informations de compartimentation entre régions différentes sont apportées par les expressions de wg et en de part et d'autre de la frontière. 
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L'expression précoce de Hox D définit l'axe antéro-postérieur et l'expression tardive définit les extrémités des membres.
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Conclusions :

- Croissance et différenciation, mise en place de l'axe antéro-postérieur, régionalisation dorso-ventrale et compartimentation sont le résultat de combinatoires de différentes expressions en des endroits et des moments variables.

- Chez les vertébrés, la croissance de l'axe céphalo-caudal, la détermination des feuillets embryonnaires, la régionalisation et la mise en place de la polarité antéro-postérieure se font simultanément.

- Les cellules n'aquièrent que tardivement leurs coordonnées spatiales définitives.

Différents gènes paralogues et différents variants sont exprimés dans les différentes régions du corps et à différents moments.

