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Asymeétrie
des génomes
parentaux

Implications en pathologie

> Les modifications épigénétiques touchent I'or-
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manieére transmissible. L'un des exemples majeurs
de cette régulation épigénétique est I'asymétrie
des génomes parentaux chez les mammiferes. €n

&P

effet, au moment de la fécondation, les génomes

maternel et paternel sont globalement confi-
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les cellules germinales males et femelles, des
marques épigénétiques distinctes sont acquises
au niveau des genes soumis a I'empreinte. Une nétiques contribuent a former les tissus embryonnai-
mise en place ou un maintien inadéquat de cette res mais pas ceux du trophectoderme [1, 2]. Dans les
asymétrie épigénétique entre les deux génomes deux cas, ces défauts de morphogenese ne permettent
parentaux se traduit par différentes pathologies pas aux embry?”s de € développer au-dela ,de 10
dont la tumorigenése. < Jour§ de gestation. Le phénotype de c,es androger.mt.es
murins n’est pas sans rappeler un phénotype similaire
chez 'lhomme dans le cas des mdles hydatidiformes
DN 421 B [ (voir plus loin).
Asymétrie épigénétique des génomes parentaux  Domaines soumis
a empreinte et méthylation de ’ADN
La parthénogenese, c’est-a-dire le développement de La poursuite de ces recherches a montré que ces
I’ceuf sans fécondation, s’effectue chez de nombreuses  phénotypes étaient principalement dus a I’expression
espéces mais elle est impossible chez les mammiféres: anormale de génes spécifiques [2, 3]. Pour conduire
cela est di @ une différence entre les génomes paren- @ un étre viable, ces génes doivent n’étre exprimés
taux qui sont tous les deux nécessaires a un dévelop- qu’a partir d’un seul des deux génomes parentaux.
pement normal. lls sont appelés « génes soumis a I’empreinte géno-
Uexistence de cette asymétrie entre les génomes mique» [4]. Aujourd’hui, environ 90 génes soumis a
parentaux a été mise en évidence dans les années I’empreinte ont été identifiés chez ’homme et chez
1980 par des expériences de transfert de noyaux aprés la souris. La plupart d’entre eux sont organisés en
la fécondation de I’ceuf. Ces expériences chez la souris domaines chromosomiques [5]. Ces domaines soumis
[1, 2] ont permis de créer des gynogénotes (issus de & I’empreinte sont régulés par des régions de contrdle
deux pronucléus femelles) et des androgénotes (issus de I’empreinte (ICR, pour imprinting control region)
de deux pronucléus madles). Malgré la présence de qui portent des modifications épigénétiques spécifi-
deux copies du génome, les conceptus issus de ces ques. En effet, ces régions, qui sont pour la plupart
manipulations présentent un phénotype délétére: les riches en dinucléotides CpG [6, 71, ont la particularité
cellules androgénétiques participent fortement a la  d’étre méthylées de maniére allélique. Ainsi, I'ICR du
formation du trophectoderme mais peu a celle des locus /GF2-H19 est méthylée uniquement sur I'alléle
tissus embryonnaires tandis que les cellules gynogé- paternel, ce qui entraine une expression paternelle du
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géne de croissance /GF2 et une expression maternelle du gene voisin
H19 (Figure 2). Cette méthylation différentielle de ’ADN est acquise
dans les cellules germinales via I’enzyme DNMT3A (DNA methyltrans-
ferase 3A) en collaboration avec un cofacteur spécifique, DNMT3L
(DNA methyltransferase 3-like) (voir ci-dessous) [8, 9]. Il est main-
tenant admis que la méthylation différentielle de I’ADN joue un role
clé dans le mécanisme de I"empreinte. Toutefois, ce n’est probable-
ment pas la seule marque épigénétique impliquée. Notre laboratoire
ainsi que d’autres, ont mis en évidence des modifications d’histone
alléliques au niveau des ICR [10] : alléle méthylé est associé a des
modifications d’histone particuliéres dites « répressives » telles que
la triméthylation de la lysine 20 de I’histone H4 (H4K20me3) ou la
triméthylation de la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9me3), tandis que
I’alléle non méthylé est associé a d’autres modifications dites « per-
missives », comme la diméthylation de la lysine 4 de I'histone H3
(H3K4me?2) [11, 12]. Le role de ces modifications dans le mécanisme
de I"’empreinte fait I'objet de recherches intensives. Une des hypo-
theses privilégiées est leur implication dans la mise en place et/ou le
maintien de la méthylation de ’ADN au niveau des ICR [13].

Mise en place de I’asymétrie des génomes parentaux

U'asymétrie des génomes parentaux débute lors de la gamétogenese.
€n effet, dans les cellules germinales embryonnaires murines, des
12,5 jours post-coitum (jpc), alors qu’une déméthylation globale
du génome, y compris des ICR, a eu lieu, ces cellules commencent
a se différencier selon le sexe de I"embryon. Une des premieres
différences que I"on peut observer est I'entrée en méiose des 13,5
jpc des cellules germinales femelles qui restent ensuite bloquées
en prophase alors que les cellules germinales males sont bloquées
en phase Gl de la mitose et ne commenceront leur méiose que bien
plus tard [14]. Par ailleurs, "acquisition de la méthylation de ’ADN
au niveau des ICR des genes soumis a I’empreinte differe également
dans les deux lignées germinales. Bien que les protéines responsa-
bles de cette méthylation de novo (DNMT3A et DNMT3L) soient les
mémes chez les embryons males et les femelles, elles ne ciblent pas
les mémes séquences : dans la lignée germinale madle, la méthylation
concerne & la fois certains ICR et des rétro-éléments [15], tandis
que dans la lignée germinale femelle, elle est acquise seulement
au niveau d’autres ICR. Bien plus, la chronologie de "acquisition de
cette méthylation est tres différente selon le sexe de I’embryon. €n
effet, dans les cellules germinales mdles, les premieres séquences

Spermatogenése
normale Oligospermie
-‘-' -‘_ -—
- =

ICR méthylées sont détectées des 15,5 jpc et seront
completement méthylées en période périnatale, ce qui
implique une acquisition longue et progressive. A I’in-
verse, dans les cellules germinales femelles, I'acqui-
sition de la méthylation de I’ADN se produit aprés la
naissance, dans les ovocytes en phase de croissance
[14]. Ainsi, tout au long de la gamétogenese, les
futurs génomes parentaux vont suivre deux chemins
tres différents, qui vont avoir des conséquences fonc-
tionnelles au moment de la fécondation et durant le
développement de I’embryon.

Lors de la fécondation, "ovocyte ne terminera sa
méiose qu’en expulsant le second globule polaire.
Alors que le génome de I"ovocyte est empaqueté avec
des histones, celui du spermatozoide est empaqueté
avec des protamines qui ont été incorporées a la
fin de la spermatogenése pour

(=) Voir I'article de

S. Rousseaux et al., page
735 de ce numéro

permettre une forte compaction
du génome (). Aprés la fécon-
dation, le premier événement
distinctif est le remplacement des protamines par des
histones au niveau du génome paternel. Une vague
de déméthylation permettant la reprogrammation
des génomes parentaux se produit dans un deuxieme
temps: le génome paternel subit des le stade zygote
une déméthylation globale, rapide et active. Il faut
noter que cette déméthylation épargne les régions ICR
et certaines autres séquences comme les séquences
satellites ou celles des rétrotransposons [16]. Les
facteurs impliqués dans cet effacement de la méthy-
lation de I’ADN sont inconnus a ce jour. Le génome
maternel, quant a lui, est protégé de cette déméthy-
lation active : il subira une déméthylation passive, au
cours des premieres divisions cellulaires de I’embryon.
Ce mécanisme de protection est encore inconnu.
Cependant, la différence de patron de modifications
des histones entre les deux génomes pourrait jouer
un role important a ce stade. €n effet, les triméthy-
lations de la lysine 9 et de la lysine 27 de I’histone H3
sont principalement détectées au niveau du génome
maternel et pourraient protéger celui-ci du proces-

Figure 1. Oligospermie : patrons de méthylation perturbés au niveau des ICR.
U'oligozoospermie est caractérisée par une réduction drastique du nombre de
spermatozoides dans le sperme. Plusieurs études récentes [25, 26] ont montré
que ce phénotype est fréquemment associé a une perturbation de la méthy-

lation de I’ADN au niveau des ICR. Dans des spermatozoides normaux, I'ICR

du locus /GF2/H19 est méthylé (ronds rouge foncé) et des ICR a méthylation
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maternelle sont non méthylés (comme celui de ZAC1, un géne impliqué dans le
diabéte néonatal). A Iinverse, chez certains patients oligospermiques, I"ICR du

locus IGF2/H19 est peu méthylé tandis que celui de ZAC1 présente des gains de



Figure 2. Perturbation de I’empreinte dans des syndromes liés a

IGF2

SRS

la croissance feetale. Dans des cellules somatiques normales (au
centre), I'ICR du locus /GF2-H19 est seulement méthylé (ronds
noirs) sur 'alléle paternel. Cette méthylation allélique permet

les expressions alléliques d’/GF2 a partir de I’alléle paternel et

P de HI9 a partir de I'alléele maternel. Chez des patients atteints

du syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS), la méthylation

{ ICR >—||H19 i-— Maternel

@T-— Paternel
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est présente sur les deux alléles ce qui entraine une expression
d’IGF2 & partir des deux alléles et la non expression de H19. A
Iinverse, chez la moitié des patients atteints du syndrome de
Silver-Russell (SRS), la méthylation n’est présente sur aucun des
deux alléles ce qui entraine la non expression d’/GF2 et 'expres-

sion de H19 a partir des deux alléles.

équivalence des deux génomes parentaux s’exprime
notamment au niveau des génes soumis a I"empreinte.
Ainsi, des défauts dans I"acquisition ou le maintien
des patrons épigénétiques des ICR peuvent entrainer
différentes pathologies [20].
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Pathologies liées a une perturbation
de ’asymétrie des génomes parentaux

Perturbation de I’empreinte dans la lignée germinale
Chez ’homme, différentes études ont montré que ces
marques spécifiques qui permettront I’asymétrie entre

les génomes parentaux peuvent étre perturbées dans

sus de déméthylation de PADN [16]. Lincorporation
de variants d’histones tels que H3.3 pourrait aussi
jouer un rdle important pour différencier les deux
génomes [17]. Par ailleurs, d’autres travaux récents
chez ’embryon précoce murin ont montré qu’une
protéine appartenant a un complexe de remodelage
de la chromatine, MBD3 [18], est impliquée dans le
maintien de la méthylation au niveau de ’ICR pater-
nel de H19. Cette étude apporte un premier indice
pour comprendre ces mécanismes de protection de
la méthylation des ICR dans les stades préimplan-
tatoires. D’autres protéines produites au cours de
I’ovogenése, pourraient aussi étre impliquées dans
la protection du génome maternel. Actuellement, une
seule de ces protéines a été identifiée : Stella, aussi
appelée PGCT7. Aprés sa localisation dans le pronucléus
femelle, Stella semble protéger le génome maternel
de la déméthylation et pourrait notamment prévenir
la déméthylation de certains ICR [19]. Mais le méca-
nisme précis reste a élucider.

U'asymétrie entre les génomes paternel et maternel
joue un réle crucial lors du développement. La non-
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les cellules germinales. L'un des cas les plus drasti-

ques de pathologies liées a un défaut de la mise en
place de I’empreinte nous est apporté par I’analyse des mdles hyda-
tidiformes [21]. Les mdles hydatidiformes complétes font partie des
maladies trophoblastiques gestationnelles. Elles donnent lieu a une
prolifération excessive des villosités placentaires et a une absence
d’embryon [22] et peuvent potentiellement se développer en cho-
riocarcinomes. La plupart de ces moles résultent d’une fécondation
dispermique et sont d’origine androgénique. Cependant, 20 % des
cas sont d’origine biparentale [23]. Un de ces cas familiaux a été
étudié en détail par Judson et al. [24] : les tissus issus de la mole
présentaient une absence globale de méthylation au niveau des ICR
qui ont une méthylation d’origine maternelle, mais pas au niveau
de I'ICR du domaine /GF2-H19, dont la méthylation est d’origine
paternelle. Cela suggeére que cette pathologie est due a un défaut de
mise en place de "empreinte dans les cellules germinales femelles.
Cependant, les études des cas familiaux de méle hydatidiforme com-
plete montrent que DNMT3L et DNMT3A ne sont pas impliquées dans
cette pathologie [25]. D’autres protéines pourraient étre impliquées
mais le mécanisme reste aujourd’hui un mystere.
Des analyses menées au cours de la spermatogenése ont permis de
mettre en évidence que I’infertilité masculine peut étre liée a des
défauts de I’empreinte génomique. Une étude a notamment été réa-
lisée sur une centaine de patients oligospermiques [26]. Ces patients
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ont un nombre de spermatozoides pathologique, inférieur a 20 mil-
lions/ml, ce qui entraine souvent une infertilité. Les analyses ont
porté sur la méthylation de I’ADN de I’ICR du domaine /GF2-H19, qui
est normalement fortement méthylé dans le sperme. Une baisse de la
méthylation avait été observée dans le sperme de 25 % des patients
oligospermiques (Figure I). Par une étude similaire sur des sperma-
tozoides pathologiques, une autre équipe a pu observer que sur une
centaine d’hommes qui présentaient des problemes d’infertilité, 14 %
d’entre eux avaient une méthylation réduite au niveau des ICR pater-
nels. D’une maniere inattendue, un cinquieme des patients présen-
taient également une méthylation aberrante au niveau des ICR mater-
nels, alors que le reste du génome semblait correctement méthylé
[27]. Ces études confirment qu'une dérégulation aberrante de la
méthylation au niveau des genes soumis a I’empreinte serait associée
a I'oligospermie et a I’infertilité masculine. Les mécanismes impliqués
semblent complexes et actuellement, il est impossible de déterminer si
ces « mutations » épigénétiques sont dues a un défaut d’effacement
ou d’acquisition des empreintes dans les cellules germinales males.

Syndromes liés a la croissance feetale

Plusieurs syndromes liés a des anomalies de la croissance feetale
peuvent étre causés par des perturbations de la méthylation de ’ADN
au niveau des ICR, celles-ci se produisant lors des premiers stades
du développement. €n effet, aprés la fécondation et pendant le
stade préimplantatoire a lieu une importante reprogrammation qui,
si elle est défectueuse, pourrait étre a I"origine de ces pathologies.
L'un de ces syndromes, le syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS), est
caractérisé par une surcroissance foetale et des défauts de dévelop-
pement comme une macroglossie (grosse langue) ou une hypertrophie
de certains organes. Par ailleurs, les enfants atteints de ce syndrome
ont une prédisposition a développer des tumeurs et plus particulie-
rement une tumeur de Wilms qui se forme dans le rein. Ce syndrome
est lié a une perte de fonction de I'allele maternel du chromosome
11p15. Cette région chromosomique contient les domaines soumis a
empreinte IGF2-H19 (Figure 2) et KCNQI qui ont respectivement des
ICR a méthylation paternelle et maternelle. Chez de nombreux patients
atteints du syndrome de BWS, la perte de fonction de I’alléle maternel
est due a un défaut de méthylation au niveau de I’ICR qui régule le
domaine KCNQI. Cette perte de méthylation entrafne une répression
biallélique du domaine et est corrélée a une diminution de I"expres-
sion du gene CDKNIC qui est un géne suppresseur de tumeur [28]. Par

ailleurs, environ 10 % des patients présentent un gain
de méthylation au niveau de I'lCR du domaine /GF2-H19
(Figure 2). Cela entraine une expression biallélique du
gene IGF2 qui est un facteur de croissance majeur.

Le syndrome de Silver-Russell (SRS) présente un phé-
notype contraire a celui du syndrome de BWS : retard
de croissance intra-utérin et postnatal. Ce phéno-
type inversé s’explique par un défaut épigénétique
opposé a celui du BWS. €n effet, la moitié des patients
atteints du SRS présentent une perte de méthylation
au niveau de I'ICR qui régule le domaine /GF2-H19
(Figure 2). Cette perte de méthylation méne a la perte
d’expression d’/GF2 et, en conséquence, a un retard de
croissance [29].

[l est intéressant de noter que chez les jumeaux homo-
zygotes [30], qui sont issus d’un ceuf unique, il arrive
que I'un des jumeaux soit atteint du syndrome SRS ou
BWS, alors que I"autre est sain. Dans ces cas, la per-
turbation épigénétique a eu lieu durant le développe-
ment préimplantatoire aprés la scission de I’embryon.
Le mécanisme précis de cette transformation reste
inconnu ; il reste notamment a découvrir si des fac-
teurs environnementaux comme le régime alimentaire
durant la grossesse influencent ce processus.

Perturbation de I’empreinte et tumorigenese

Les études décrites ci-dessus (choriocarcinome,
tumeur de Wilms) ont été les premiéres & mettre en
évidence qu’une perturbation de I’empreinte géno-
mique pouvait mener a la tumorigenese. Ces pertes
de "empreinte sont dues a I"absence de la méthy-
lation différentielle entre les deux alléles. Elles se
manifestent par une expression, ou une répression,
biallélique d’un gene normalement soumis a I'em-
preinte et qui s’exprime habituellement a partir
d’un seul alléle. Les mécanismes qui régissent ce
défaut de méthylation différentielle sont actuelle-
ment inconnus. Pour y remédier, il serait important
de décortiquer les mécanismes impliqués dans le
maintien somatique de la méthylation différentielle.
Des études sur le gene IGF2, premier gene pour lequel

Figure 3. Méthylation de novo au cours de la tumorigenése.

Dans les cellules tumorales, un paralléle peut étre fait entre Gene

, . . . soumis
I’acquisition de la méthylation d’ADN (ronds noirs) au niveau
des ICR des genes soumis a I'empreinte tels que celui du locus
IGF2-H19 et celle qui s’effectue au niveau des promoteurs des

génes suppresseurs de tumeur tels que p16 (INK4a). Au niveau

de ces locus, on trouve notamment des marques chromatinien- Gene
nes répressives telles que la triméthylation de la lysine 9 de ~ SUPPresseur -
de tumeur

I’histone H3.
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cette perte d’empreinte au cours de la tumorigenese
a été identifiée (Figure 3), ont permis des avancées
importantes. /GF2 est notamment dérégulé dans
de nombreuses tumeurs solides telles que le can-
cer du célon, du foie, du poumon et du sein [31].
Cette surexpression (expression biallélique) d’/GF2
est souvent associée a un gain de méthylation au
niveau de I"ICR de ce domaine soumis a "’empreinte
(Figure 3). Cela n’est pas sans rappeler le gain de
méthylation que subissent les genes suppresseurs de
tumeur au cours de la tumorigenése [32, 33]. Selon
I’hypothése du « two-hit » de Knudson [34], I’inac-
tivation des génes suppresseurs de tumeurs se pro-
duirait en deux étapes: tout d’abord I'inactivation
du promoteur du gene sur un alléle puis un deuxieme
événement génétique ou épigénétique perturberait le
second alléle. Si I’on fait le paralléle avec les génes
soumis a I’empreinte, il semble que ceux-ci aient une
forte probabilité de jouer un réle dans la tumorige-
nese puisqu’il suffit que la perturbation, notamment
de la méthylation, se produise sur un seul alléle pour
que I’expression du gene soit totalement changée.
Par ailleurs, de nombreux genes soumis a I’empreinte
sont impliqués dans la prolifération cellulaire et
apporteront un avantage prolifératif a la cellule
cancéreuse, s’ils sont surexprimés. D’autre part, le
geéne soumis a I’empreinte CDKNIC impliqué dans le
cycle cellulaire est un gene suppresseur de tumeur,
et il est souvent inactivé dans des tumeurs via I'ac-
quisition de la méthylation de ’ADN sur I’allele nor-
malement non méthylé [35]. Plusieurs études chez la
souris et chez ’Homme [36, 37] montrent aussi que
la perte de I’empreinte d’/GF2 constitue un véritable
risque de développement de tumeur, notamment
quand elle est associée a des événements d’ordre
génétique par exemple. Ces données impliquent que
les génes soumis a I’empreinte, de par leur fonc-
tion et leur mécanisme de régulation, ont de fortes
chances d’étre impliqués dans des cancers. Mais la
encore, les mécanismes restent énigmatiques. Cer-
taines études suggerent que les modifications des
histones pourraient participer a la mise en place de
la méthylation de I’ADN au niveau des génes sup-
presseurs de tumeur [38]. Cette piste d’exploration
pourrait aussi s’avérer prometteuse au niveau des
genes soumis a I’empreinte.

Conclusions
L'asymétrie des génomes parentaux, principalement

caractérisée par les geénes soumis a I’empreinte,
joue un role primordial au cours du développe-
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ment des mammiferes. €n effet, la dérégulation des mécanis-
mes qui régissent ce phénomeéne entrafne diverses pathologies
chez ’Homme dont la tumorigenése. Il est donc capital dans les
années a venir de comprendre les mécanismes d’établissement et
de maintien de cette asymétrie. L'un des objectifs principaux est
d’identifier les machineries enzymatiques impliquées, et de com-
prendre comment celles-ci sont recrutées vers leurs cibles, d’une
maniere allélique. Il est notamment possible que la spécificité
germinale soit déterminée par des protéines reconnaissant des
séquences spécifiques de I’ADN. Une hypothese alternative serait
que I’expression de petits ARN soit impliquée dans cette spécifi-
cité, une possibilité suggérée par des études chez la levure et les
plantes [39]. Des mécanismes similaires, ainsi que des modifi-
cations des histones, pourraient étre impliqués, dans les cellules
somatiques, dans le maintien de I’asymétrie épigénétique entre
les génomes parentaux. Il faut attendre que les acteurs princi-
paux soient connus pour commencer a explorer leur expression
dans le contexte des différents cancers. Cela permettra de mieux
comprendre les causes et les conséquences des dérégulations de
Iexpression mono-allélique des genes et leur impact dans les
maladies humaines. ¢

SUMMARY

Differential epigenetic marking on

imprinted genes and consequences in human diseases

At the time of fertilisation, the parental genomes have a stri-
kingly different organisation. Sperm DNA is packaged globally
with protamines, whereas the oocyte’s genome is wrapped around
nucleosomes. The maternal and paternal genomes are functionally
different as well, and are both required for normal uterine and
postnatal development. The functional requirement of both paren-
tal genomes is a consequence of differential epigenetic marking
by DNA methylation during oogenesis and spermatogenesis, on a
group of genes called imprinted genes. After fertilisation, these
parental marks persist throughout development and convey the
allelic expression of imprinted genes. Pathological perturbation
of methylation imprints, before fertilisation in the germ cells, or
during development, gives rise to growth-related syndromes, and
is frequently observed in cancer as well. Alteration of imprints is
thought to occur early in carcinogenesis and shows similarities with
the acquisition of aberrant DNA methylation at tumour suppressor
genes. This suggests that similar underlying mechanisms could be
involved. ¢
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