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Le developpement du cerveau est tres
sensible au stress

Hyperthermie Cerveau foetal

(fievre)

Oxydant
stress w

Stress
Psychologique

Défauts de développement

du foetus
(effets a court terme)
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Le developpement du cerveau est tres
sensible au stress

Hyperthermie Cerveau foetal

(fievre)

Oxydant
stress tw

Stress
Psychologique

Cerveau adulte
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Le developpement du cerveau est tres
sensible au stress

Cerveau foetal

Cerveau adulte

Difficultés d’apprentissage
Troubles Déficits Attention
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SAF ou TCAF \I g

Syndrome d’alcoolisation foetale Troubles Causés par I’Alcoolisation Feetale
(SAF) (TCAF)

Absence de signes morphologiques
Pas d’anomalies structurales apparentes

du cerveau
« ALARM »
Outils de diagnostique
précoce Diagnostique tardif

\ )
|

1% des naissances

Lemoine et al. 1968



Les enjeux

Cerveau foetal

Cerveau adulte

Difficultés d’apprentissage
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Les enjeux

Cerveau foetal

Cerveau adulte

« EMPREINTE » PERSISTANTE DU STRESS

Difficultés d’apprentissage
Troubles Déficits Attention

Hyperactivité
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Les enjeux

Cerveau foetal

Cerveau adulte

« MEMOIRE » MOLECULAIRE DU STRESS

Difficultés d’apprentissage
Troubles Déficits Attention

Hyperactivité
ﬁ ANXiete <« mmm—
\ / Depressnon

Addlctlon
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Les enjeux

Cerveau foetal

Cerveau adulte

MARQUES EPIGENETIQUES ABERRANTES

Difficultés d’apprentissage
Troubles Déficits Attention
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Les enjeux

Cerveau foetal

« CICATRICES » |

, EPIGENETIQUES
MARQUES EPI ABERRANTES




Les enjeux

Cerveau foetal

« CICATRICES » |

, EPIGENETIQUES
MARQUES EPI BIO- ABERRANTES
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MARQUEURS
D'EXPOSITION?




Les enjeux

MARQUES EP]

Cerveau foetal

Historique
d’exposition pas
toujours connue

« CICATRICES »

EPIGENETIQUES _
MBS ABERRANTES

MARQUEURS
D'EXPOSITION?




Les enjeux

MARQUES EP]

Cerveau foetal

Historique
d’exposition pas
toujours connue

« CICATRICES »

EPIGENETIQUES _
MBS ABERRANTES

MARQUEURS
D'EXPOSITION? DIAGNOSTIC
PRECOCE




Les enjeux

Cerveau foetal

e I\
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« CICATRICES »

, EPIGENETIQUES ‘
MARQUES EPI BIO- ABERRANTES

MARQUEURS
D'EXPOSITION? INTERVENTION
_ PRECOCE
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Les enjeux

Cerveau foetal

« CICATRICES » |

, EPIGENETIQUES
MARQUES EPI ) ABERRANTES
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Difficultés d’apprentissage
Troubles Déficits Attention




Les enjeux

Cerveau foetal

Cerveau adulte

DEPOT DE MARQUES EPIGENETIQUES « ABERRANTES »

4

« MECANISMES DE DEPOT A
’ECHELLE DU GENOME ?



Les enjeux

Cerveau foetal

Cerveau adulte

DEPOT DE MARQUES EPIGENETIQUES « ABERRANTES »

* PERSISTANCE ?




Qu’est-ce que |'épigénétique?




Une définition de I'épigénétique

L'étude des changements héritables qui

modifient la fonction du génome SANS
changement de la seéquence de 'ADN

Controle de accessibilité a 'information
généetique contenue dans le génome



La génétique est la premiere « couche »
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Human Genome Project
2001

300 000 000 nucléotides

2,7 S milliards




La génétique est la premiere « couche »

Lisénceéphalies: « cerveaux lisses »

Cortex lisse Ventriculomégalie

Pachygyrie

Mutation a 'état héréetérozygote
du gene
Lis1 (PAFAH1B1)



La génétique est la premiere « couche »

Lisénceéphalies: « cerveaux lisses »

Cortex lisse Ventriculomégalie

Pachygyrie

Y

' Dosage subtil ‘-

Mutation a 'état héréetérozygote
du gene
Lis1 (PAFAH1B1)



Probleme d’acces a I'information contenue dans la séquence d’ADN

AD Noyau

Cellule

2 m of DNA dans un noyau de 4-7 uM

Version
« Bobo »




Probleme d’acces a I'information contenue dans la séquence d’ADN

AD Noyau

Cellule

2 m of DNA dans un noyau de 4-7 uM

Basket ball

« Sport » version

Courtesy from Prof Jonathan Weitzman







Ouverture ou fermeture de certains programmes de développement

: Apoptose
Auto-renouvellement

Prolifération

Différenciation




Ouverture ou fermeture de certains programmes de développement

CeIIuIes;}uche -

Sighaux

développementaux Stress
environmental
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L D = Apoptose
Auto-renouvellement 2

Prolifération

Différenciation




Paysage epigenetique et destin cellulaire

Différents destins cellulaires, sans changement du contenu de 'ADN

Conrad
Waddington




Paysage epigenetique et destin cellulaire

Découverte que les cellules « matures » peuvent étre « reprogrammeées » pour
redevenir cellules « souches » (pluripotentes)

John B. Gurdon Shinya Yamanaka
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Paysage epigenetique et destin cellulaire

Différents destins cellulaires, sans changement du contenu de 'ADN

Conrad
Waddington




Paysage epigenetique et destin cellulaire

Différents destins cellulaires, sans changement du contenu de 'ADN

__________

Conrad
Waddington




How to bee-come a Queen? *

leferents phenotypes

Courtesy from Prof Jonathan Weitzman




Mecanismes épigénetiques

Probleme d’accessibilité a I'information contenue dans ’ADN

Muclear
position

Chromatin-binding
protein

From Probst et al., Nat Rev Mol Cell Biol, 2009




Mecanismes épigénetiques

Probleme d’accessibilité a I'information contenue dans ’ADN

Muclear
position

Mucleus

Chromatin-binding
protein

1- Méthylation de 'ADN ‘

2- Modifications chimiques des /A¢, ' P .
histones (et variants d’ histones)

3- ARNs non-codants
4- Espacement des nucleosomes

5- Enroulement/compaction d’ordre supérieur

DA methylation ! Histone variants

From Probst et al., Nat Rev Mol Cell Biol, 2009




Mécanismes épigénétiques

Probleme d’accessibilité a I'information contenue dans ’ADN

Muclear
position

___________________

_______________________________________

DMNA methylation ' Histone variants

From Probst et al., Nat Rev Mol Cell Biol, 2009




Mecanismes épigénetiques

. V4 \

Probleme d’accessibilité a I'information contenue dans 'ADN

Muclear
position

Chromatin-binding

Structural RMNA .

‘_‘; ! Histone modifications

ey AT S

A

DA methylation ! Histone variants

From Probst et al., Nat Rev Mol Cell Biol, 2009




Mecanismes épigénetiques
Probleme d’accessibilité a I'information contenue dans '’ADN

Ecrivains et lecteurs. ..

SCRIBES

ADN NON METHYLE — Lecture de I'information génétique

PPYYY ADN

Gene « exprimé »




Mecanismes épigénetiques

Ecrivains et lecteurs. ..

SCRIBES

ADN NON METHYLE ﬁ Lecture de I'information génétique

) A Y D o

: Gene « exprimé »
Chromatine ouverte




Mecanismes épigénetiques

Probleme d’accessibilité a I'information contenue dans ’ADN

SCRIBES

LECTEURS

Ecrivains et lecteurs. ..

ADN NON METHYLE ﬁ Lecture de I'information génétique

v

Gene « exprimé »

Chromatine ouverte

11 STOP !!
Information génétigue INACCESSIBLE

ADN

Gene « silencieux »

MBP : = methyl-binding protein




Mecanismes épigénetiques

Probleme d’accessibilité a I'information contenue dans ’ADN

SCRIBES

Ecrivains et lecteurs. ..

ADN NON METHYLE ﬁ Lecture de I'information génétique

v

Gene « exprimé »

Chromatine ouverte

11 STOP !!
Information génétio

VY,

L , Gene « silencieux »
MBP : = methyl-binding protein

ACCESSIBLE
ADN

uel




Mecanismes épigénetiques
Probleme d’accessibilité a I'information contenue dans '’ADN

Ecrivains et lecteurs...

SCRIBES

ADN NON METHYLE I_> Lecture de I'information génétique

) A Y D o

Gene « exprimé »

Chromatine ouverte

Complexes
Represseurs

LECTEURS 11 STOP !!

Information génétigue INACCESSIBLE

DD L)) on

L , Gene « silencieux »
MBP : = methyl-binding protein




Impact de I'exposition prénatale a |'alcool
sur I'expression des genes a long terme

« Empreinte moléculaire du stress »

Notion de fenétres de vulnérabilité

Schang, Sabéran-Djoneidi, Mezger, 2017 J Clin Genet
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Kleiber Singh 2014 Frontiers in Genetics
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2) Migration des
jeunes neurones

Coupe d’hémisphére cérébral

“2eme trimestre”
* Migration cellulaire
e Différentiation

Kleiber Singh 2014 Frontiers in Genetics
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Q 3) Formation des
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4) Formation des
synapses

“3eme trimestre”
Cellular communication

Coupe d’hémisphére cérébral

3) Formation des Neurotransmission

axones § ‘ f

Kleiber Singh 2014 Frontiers in Genetics
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“1° trimestre” 1) Multiplication des _
* Organisation cellulaire |EESTECR R Q @ 3) Formation des

*  Mort cellulaire nerveuses 17 B dendrites

* proliferation \}51 ﬁ / \\‘,\%
N

4) Formation des
synapses

2) Migration des
jeunes neurones

“3eme trimestre”
Cellular communication

Ums . ” Coupe d’hémisphere cérébral 7
2°M€ trimestre

* Migration cellulaire

3) Formation des Neurotransmission

axones § ‘ ‘;

* Différentiation

Kleiber Singh 2014 Frontiers in Genetics
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1. TOUS LES STADES SONT VULNERABLES

Kleiber Singh 2014 Frontiers in Gene
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FOETUS I Différents stades @ ADULTE

1. TOUS LES STADES SONT VULNERABLES
2. UALCOOL S’ENGOUFFRE DANS LES BRECHES

Les genes dont I'expression est
touchée sont ceux qui
appartiennent au

PROGRAMME QUI EST OUVERT

a un stade précis du
développement du cerveau




Impact de I'exposition prénatale a |'alcool

sur la methylation de 'ADN

Schang, Sabéran-Djoneidi, Mezger, 2017 J Clin Genet



L'alcool in utero altere les mécanismes epigenéetiques

Etat différentiel de la méthylation de 'ADN du locus Agouti

Méme génome

Ad libitum ingestion

10% (v/v) éthanol entre les
jours gestationels 0.5-8.5

COOOO000000 oocceeeeee
00000000000 CO000000000  orD— eeeee—coon 00000000000

= = L= Différents phénotypes

Kaminken-Ahola Chong 2010 PloS Genetics 6:e1000811.




L'alcool in utero altere les mécanismes epigenéetiques

Hippocampe - équivalent du 3¢™e trimestre chez la femme
A - Méthylation de 'ADN (MeDIP-ChIP) = >10 000 régions différentiellement méthylées (DMRs)
B-H :

3K27 me T T EtOI—@
200 regions / W B _'x‘\:'-::-?l’.i_j;t.\ s
C - H3K4 me3 12 / c \
D | P7
E

(Histone H3 lysine 27 trimethylation)

(Histone H3 lysine 4 trimethylation) N\

D - miRNA expression (40) /
o 4

E - Gene expression (60)
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expression g (AMS score) N\ \ / Histone Modification
(Fold change) 12 T

Enriched in ethanol

-] -10 ) vl
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2 oI 18 o
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Kleiber Singh 2014 Frontiers in Genetics 7

Enriched in control




L'alcool in utero altere les mécanismes epigenéetiques

Eto@

P7

Méthylation de ’ADN:
> 6000 régions régulatrices de genes (« promoteurs »)

Genes impliqués dans le neurodéveloppement P
* Morphogenese”

* Synaptogenese”

* Plasticité synaptique

* Longs ANR-non codants (SNRPN-UBE3A locus
soumis a 'empreinte )

adulte

Kleiber ML, Singh SM. (2014) Front Genet. 5:161.



L'alcool in utero altere les mécanismes epigenéetiques

2 cohortes TCAF: Human 450K infinium methylation BeadChip
3-6 ans
6-10 ans
® . =
ouris C e
20 L1 1 111 ontro renatal exposure L 0.00

[ Control | Prenatal exposure | ©

Vérifier taille et
Recrutement
de la cohorte

1 T 1 —

. 5mC Gchrom5

leferentlal 5meG o P 1
L 11

| Prenatal exposurel Control - 3+

%R ¢ SUEAA ity D X TR L R o) 1552 ¢ KESE

* Développement du systeme nerveux
* Adhérence cellulaire

«  “Cluster” des génes de protocadhérines Complexité synaptique
* LncRNAS (SNRPN-UBE3A locus )

Laufer Singh 2015 Epigenomics 10.2217/EPI.15.60

Expression des génes




L'alcool in utero altere les mécanismes epigenéetiques

2 cohortes SAF

3-6 ans
6-10 ans
"\
[-1.2 0 1.3
‘ EE—— s SRR L ‘

Fold change | |

L R B R T

| Genomic location (Human chromosome 5?

* Cluster de génes de protocadhérines Complexite synaptique

Laufer Singh 2015 Epigenomics 10.2217/EPI.15.60



Les questions qui demeurent ...

G XE

Facteurs génétiques Facteurs épigénétiques




Grande variabilité individuelle

Vulnérabilité vis-a-vis du SAF ou des TCAF

Chez une méme femme,

V4 N\ V4
d’une femme 3 I'autre d’un foetus a l'autre




Méme une alcoolisation ponctuelle massive (« cuite ») peut
entrainer des sequelles

Séquelles neurologiques
Séquelles « épigénétiques »

Olivier Pierrefiche, Mickaél Naassila, Grap INSERM Amiens



Les questions qui demeurent ...

o BIOMARQUEURS
Robustesse des résultats sur les marques épigénétiques?

o STRATEGIES THERAPEUTIQUES
Trajectoire épigénétique = trajectoire pathologique ?



BIOMARQUEURS: Robustesse des réesultats ?

o Etendre les résultats a de plus grandes cohortes

Probleme du recrutement
Problemes des questionnaires




BIOMARQUEURS: Robustesse des réesultats ?

Facteurs « confondants »

o Occurence d’autres « stress » prénataux ou post-nataux:

* Difficultés socio-économiques

* Dépression ou stress chez la mere

* Consommation d’autres substances
* VViolences/abus

o Importance des modeles animaux




Biomarqueurs d’exposition: Paralléle sang /cerveau

Marques épigénéetiques aberrantes similaires

Cerveau

Sang

(il 9 ... Et autres tissus

périphériques

Exosomes (miRNAs)




Complexité de la dynamique de la méthylation de 'ADN

Reconfiguration globale de la méthylation au cours de la vie du cerveau

Human Mouse
' ' eye-opening
”W\,_ ¥

8
<)
3

% methylated
CG sites

S

CH
{CA,CCCT}

% methylated
CH sites

Lister Ecker 2013 Science 341:629



Les questions qui demeurent

o Trajectoire épigénétique - trajectoire pathologique ?

— Persistance des signatures épigénétiques?
- Impact fonctionnel des signatures épigénétiques?



Notion de trajectoire

DEPOT DE MARQUES
EPIGENETIQUES
ABERRANTES

PERSISTANCE DE CERTAINES MARQUES EPIGENETIQUES

\\ﬁ/ ARt A RA

Traits prodromiques? Symptoémes




Notion de trajectoire

DEPOT DE MARQUES
EPIGENETIQUES
ABERRANTES

PERSISTANCE DE CERTAINES MARQUES EPIGENETIQUES

o Quelles marques sont de bons biomarqueurs?

\\ﬁ/ ARt A RA

Traits prodromiques? Symptoémes




Notion de trajectoire

DEPOT DE MARQUES
EPIGENETIQUES
ABERRANTES

PERSISTANCE DE CERTAINES MARQUES EPIGENETIQUES

o Quelles marques sont de bons biomarqueurs?
o Quel impact fonctionnel ?

Neurologique?

Comportement?

\\ﬁ/ ARt A RA

Traits prodromiques? Symptoémes




La bonne nouvelle

Réversibilité des mécanismes épigénétiques

Médicaments « épigénétiques » ?

,:»/ "
Modifient I'activité

e des acteurs
| épigénétiques




La bonne nouvelle

Réversibilité des mécanismes épigéneétiques

Médicaments « épigénétiques » ?

Cancérologie

HDAC inhibiteur
acide valproique




L.a moins bonne nouvelle ...

Réversibilité des mécanismes épigéneétiques

Médicaments « épigénétiques » ?

e

OUI MAIS ....

Certains ont des effets
H MIM... Potentiellement délétéres
sur le cerveau du foetus




Prévention du SAF ou des TCAF, RdR?

JCDecaux

Le Monde 31 mai 2015




La bonne nouvelle

Réversibilité des mécanismes épigénétiques
Actions non-médicamenteuses

Stimulation intellectuelle
et sociale

i




