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> Le développement des technologies de séquen-
cage et leur accessibilité accrue dans les services
hospitaliers et les laboratoires de génétique a
considérablement accéléré I'identification de
variants génétiques associés aux maladies rares.
Parmi celles-ci, les maladies génétiques de la
machinerie épigénétique (MGME) se caracté-
risent par la présence de mutations dans des
génes codant des régulateurs épigénétiques qui
jouent un role clé dans le développement de
I’organisme et les fonctions cellulaires. €n consé-
quence, la perte de fonction de ces régulateurs
entrainerait des modifications de I’épigénome
affectant profondément I’expression du génome
et I'identité cellulaire. A ce titre, des pertur-
bations du profil de méthylation de I’ADN ont
été décrites dans plusieurs MGME et constituent
d’ores et déja un outil reconnu d’aide au dia-
gnostic. U'enjeu est maintenant de savoir si et
comment ces altérations de I’épigénome sont a
I’origine des manifestations cliniques chez les
patients atteints de cette classe particuliere
de maladies monogéniques. Ainsi, I"étude des
MGME peut nous éclairer sur I"importance du role
de I’épigénétique en santé, notamment sur les
mécanismes impliqués dans I’émergence et la
compréhension de maladies complexes comme
les maladies neurodéveloppementales ou les
cancers. <

Le développement de notre organisme et de ses grandes
fonctions physiologiques dépend de I'intégrité de deux
types d’instructions étroitement liées : 'une reposant
sur la séquence du génome et I'autre sur sa structure
sous forme de chromatine, assemblage de protéines
histones et d’ADN. Alors que I'information génétique
codée par la séquence d’ADN est identique dans la
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majorité des types cellulaires de notre organisme, I'information épigé-
nétique est, quant a elle, variable. Ceci détermine les phénotypes cel-
lulaires et leurs fonctions en régulant I’expression du génome dans le
temps et 'espace. Les bases moléculaires de cette information épigé-
nétique, ou épigénome, reposent principalement sur des modifications
chimiques de la chromatine ciblant PADN ou les histones, définissant
ainsi un « code » ou un programme épigénétique [1].

Uécriture, 'effacement, le remaniement ainsi que la lecture de I’épi-
génome dépendent de I'activité de la machinerie épigénétique com-
posée d’un ensemble de protéines ou « épifacteurs » [2] codés par
des génes nommés dans la littérature « épigénes » [3], « génes &M
(epigenetic machinery) [4] ou encore « génes épigénétiques » [5].
Ces facteurs possedent, pour la plupart, des activités enzymatiques
qui sont essentielles a I’établissement et au maintien des programmes
d’expression génique spécifiques au fonctionnement et a I'identité
cellulaire.

Des modifications de I’épigénome, appelées « épimutations », c’est-
a-dire des gains ou des pertes transmissibles de la méthylation de
I’ADN (ajout d’un groupement méthyle sur le carbone en position 5
de la cytosine produisant la 5-méthylcytosine ou 5mC) ou d’autres
modifications chromatiniennes (modifications post-traductionnelles
des protéines histones), sont des signatures pathologiques décrites
dans de nombreuses maladies. Le cas des cancers est le plus docu-
menté [6]. Si P'implication de ces épimutations dans le développe-
ment de cancers est maintenant établie [7,8]%, leur réle précis dans
I’émergence et le développement des maladies en général reste encore
a définir. Cependant, la découverte de maladies génétiques impliquant
des processus épigénétiques, comme les maladies de I’empreinte
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parentale? ou les maladies génétiques de la machinerie épigénétique
(MGME) faisant I"objet de cette revue, met en lumiére la composante
épigénétique dans I’étiologie de maladies souvent rares.

Depuis une quinzaine d’années, la démocratisation et utilisation en rou-
tine des techniques de séquencage a haut débit en diagnostic clinique ont
accéléré I'identification de nouvelles MGME, une classe de maladies mono-
géniques rares, causées par des mutations génétiques altérant la fonction
d’épifacteurs. U'étude de ces maladies et des mécanismes moléculaires
mis en jeu offre donc une opportunité unique de mieux comprendre les
relations entre altérations épigénétiques et maladies humaines, bénéfi-
ciant a la recherche clinique et a la recherche fondamentale.

La définition d’épigéne : considération et classification

Afin de mieux comprendre le fonctionnement de la machinerie épi-
génétique, la nécessité de la définir, de recenser ses acteurs et de
décrire leurs fonctions est une premiére étape importante. Parmi les
quelques 20000 génes du génome humain®, les données de la litté-
rature estiment que 1 a 4 % sont des genes codant des acteurs de
la machinerie épigénétique ou épifacteurs [2,4,9]. La variabilité du
nombre d’épigénes recensés repose essentiellement sur la définition
des mécanismes épigénétiques* et leurs considérations fonctionnelles,
a savoir si cette variabilité englobe les modifications de I’ADN et des
histones et s’étend aux constituants de la chromatine, y compris les
ARN non codants et leurs modifications.

Si les frontiéres définissant formellement la machinerie épigénétique
peuvent étre floues, son cceur reste constant. Il existe en effet un
consensus sur les quatre grandes catégories d’épifacteurs du cceur de
cette machinerie : 1) les écrivains, qui déposent les marques chimiques
sur les histones et I’ADN ; 2) les effaceurs, qui enlévent ces marques ;
3) les lecteurs, qui se lient & ces modifications ; et 4) les facteurs de
remodelage de la chromatine, qui régulent I"organisation des nucléo-
somes, unités fonctionnelles de la chromatine (Figure 14). A ces quatre
catégories peut Etre intégrée une série de cofacteurs protéiques,
comme les protéines histones et leurs variants, des facteurs de trans-
cription, et des ARN non-codants.

€n conséquence, la définition d’épigenes en tant que genes codant des
protéines qui modulent I’épigénome d’une cellule a été proposée en 2023,
et comprend environ 900 épifacteurs [2]. Ces derniers se répartissent en
17 familles : 1) les écrivains des histones, 2) les effaceurs des histones,
3) les lecteurs des histones, 4) les remodeleurs de la chromatine, 5) les
chaperons des histones, 6) les protéines histones, 7) les modificateurs
de I’ADN, 8) les modificateurs des ARN, 9) les protéines du groupe poly-
comb, 10) les facteurs de transcription, 11) les cofacteurs des écrivains
des histones, 12) les cofacteurs des effaceurs des histones, 13) les
cofacteurs des lecteurs des histones, 14) les cofacteurs des remodeleurs
de la chromatine, 15) les cofacteurs des chaperons d’histones, 16) les
cofacteurs des modificateurs de ’ADN, et 17) les cofacteurs des modi-

? Voir I'article de Roidor et al. dans ce numéro.
% https://www.gencodegenes.org/pages/gencode.html

* Voir I’article de Laurent Loison dans ce numéro
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ficateurs des ARN [3]. La base de données EpiFactors
(https://epifactors.autosome.org/) fournit des infor-
mations sur les domaines fonctionnels des épifacteurs,
leurs fonctions, leurs substrats et leurs interactions en
complexes macromoléculaires. Plus d’une centaine de
longs ARN non-codants impliqués dans des régulations
épigénétiques y sont également référencés. La base Epi-
factors repose sur le croisement de plusieurs ressources
incluant des bases de données ciblant les histones, les
remodeleurs de la chromatine, la base Uniprot (https://
www.uniprot.org) et des données de la littérature. Les
fonctions d’épifacteurs les plus représentées sont celles
d’écrivains de modifications d’histones, des remodeleurs
de la chromatine et des lecteurs de modifications des
histones. U'acétylation et la méthylation des histones
sont les modifications les plus répertoriées. Les domaines
protéiques PHD (plant homeo domain) et bromodomaine
pour les lecteurs, et SET (Su(var)3-9, enhancer-of-zeste
and Trithorax) pour les écrivains des marques d’histones
sont les plus représentés au sein des épifacteurs.

Sur la base des criteres stricts de présence de domaines
enzymatiques fonctionnels responsables des modifica-
tions chimiques de la chromatine et/ou des domaines
capables de lier ces modifications, Boukas et al. ont
identifié 295 épifacteurs qui constituent le cceur de la
machinerie épigénétique [4] (http://www.epigenetic-
machinery.org/) (Figure 1B). Parmi ces 295 épigenes,
dont la localisation ne semble pas étre enrichie sur un
chromosome en particulier, une majorité est associée a
la machinerie relative aux histones et une petite frac-
tion est constituée de remodeleurs ou de composants
de la machinerie de méthylation de ’ADN. La catégorie
des lecteurs constitue le groupe le plus important (211)
et celle des remodeleurs le plus petit (18). Les groupes
des écrivains et des effaceurs sont de tailles compa-
rables (respectivement 62 et 55) (Figure 1C, D). Notons
que les trois catégories enzymatiques (écrivains, effa-
ceurs et remodeleurs) s’excluent mutuellement. €n
revanche, un sous-groupe de 51 épigénes codent des
protéines qui présentent a la fois un domaine enzyma-
tique (écrivain, effaceur ou remodeleur) et un domaine
de lecteur, suggérant que ces facteurs possedent une
double fonction épigénétique. €n général, les écrivains
a double fonction ont tendance a catalyser I’ajout de la
méme marque que celle qu’ils lisent.

Les MGME : une classe a part de maladies
génétiques rares

Les maladies rares (MR) sont des maladies qui touchent
moins de 1 personne sur 2000 en Europe, et plus de 5000
MR ont été recensées [10]. Soixante-dix % des MR sont
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Figure 1. Le génome et I’épigénome. A. Représentation du génome nucléaire humain structuré sous forme de chromatine, dont I’unité fonctionnelle
est le nucléosome, assemblage d’ADN et de protéines histones. Des modifications chimiques de ’ADN (méthylation 5mC et hydroxyméthylation,
qui est une forme oxydée de la 5mC) et des histones (exemples : méthylation, acétylation) modifient la structure de la chromatine et affectent
I’expression des génes. La présence de ces modifications chimiques, ou marques épigénétiques, qui constituent I’épigénome, dépendent d’activités
enzymatiques de protéines appelées « écrivains » ou « effaceurs », selon leur capacité a ajouter ou enlever une marque. Ces marques sont recon-
nues par des protéines appelées « lecteurs » capables de recruter a leur tour d’autres facteurs épigénétiques. La structure chromatinienne peut
aussi étre faconnée par des facteurs de remodelage, dont I’activité dépend de I’énergie fournie par les molécules d’ATP. Ecrivains, effaceurs, lec-
teurs et remodeleurs constituent le cceur de la machinerie épigénétique (Contribution graphique Laure Ferry, UMR7216). B. Graphiques présentant
la localisation chromosomique des 295 épigenes codant les épifacteurs constituant le ceeur de la machinerie épigénétique. C. Histogramme pré-
sentant la distribution des 295 épigeénes selon leur catégorie fonctionnelle (monofonction en bleu, ou bifonction en vert). La classe des lecteurs est
majoritaire. Certains écrivains, effaceurs et lecteurs possédent également une fonction de lecteur (Bifonction). D. Parmi les épifacteurs, la classe
des HMT (histone méthyltransférase) est la plus représentée, suivie par celle des HDM (histone déméthylase), REMODEL (facteurs de remodelage),
HDAC (histone déacétylase), HAT (histone acétyltransférase), DNMT (ADN méthyltranferase), et DNM_ERASE (ADN déméthylase).

X-linked syndrome ; ORPHA:847)% ICF (immunodefi-
ciency, centromere instability and facial anomalies
syndrome ; ORPHA:2268), Rett (ORPHA:778), Rubins-
tein-Taybi (ORPHA:783) et Coffin-Lowry (ORPHA:192),
et impliquant, respectivement, les épifacteurs ATRX
(remodeleur), DNMT3B (DNA methyltransferase 3 Beta ;
écrivain de la méthylation de I’ADN), MECP2 (methy!-
CpG binding protein 2 ; lecteur de la méthylation de

d’origine génétique et concernent plus de 30 millions de personnes en
Europe (Eurordis). Dans le monde, ce chiffre atteint plus de 300 mil-
lions de personnes atteintes.

Les MGME, regroupant les appellations de « chromatinopathies » ou de
« maladies rares d’origine épigénétique » (RDEO) [11] sont des mala-
dies génétiques rares (Figure 2A) altérant les fonctions, de la machi-
nerie épigénétique et entrainant des altérations de I’épigénome [12].
Le recensement, au début des années 2000 [13], d’une dizaine de ces
maladies, appelées « maladies de la chromatine », comprenant, entre

autres, les syndromes ATR-X (alpha-thalassemia mental retardation s voir ableau |
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Figure 2. Données cliniques frangaises des MGME. A. Nombre de MGME en France selon les effectifs disponibles de la Banque nationale de données

maladies rares (données de novembre 2023). B. Heatmap représentant la distribution des phénotypes pour 120 MGME (d’aprés la base de données

MONDO). Le systéme nerveux central, les malformations de la face et des anomalies du squelette sont les signes cliniques les plus fréquents.

(Contribution bio-informatique de Fabien Maury, Institut Imagine).

Code ORPHA

ORPHA:847
ORPHA:2268
ORPHA:778
ORPHA:783
ORPHA:192
ORPHA:3447
ORPHA:659396
ORPHA:659463
ORPHA:2322
ORPHA:821
ORPHA:404443
ORPHA:658595
ORPHA:97340
ORPHA:456318
ORPHA:314404

Description de la maladie
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /847
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /2268
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /778
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /783
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /192
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /3447
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /659396
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /659463
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /2322
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /821
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /404443
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /658595
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /97340
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /456318
https://www.orpha.net/fr/disease/detail /314404

Tableau I. Correspondance des codes ORPHA et des liens décrivant la maladie.
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I’ADN), CBP (CREB binding protein ; écrivain de I'acé-
tylation des histones) et RSK2 (ribosomal protein Sé
kinase A3 ; écrivain de la phosphorylation des histones),
a rapidement suscité I'intérét de la communauté scien-
tifique, en particulier la communauté impliquée dans
I’épigénétique. En effet, I"étude de ces maladies et de
leurs mécanismes moléculaires peut nous renseigner sur
le lien de causalité entre I'information épigénétique et
I’émergence de phénotypes chez "lhomme.

Les données actuelles de la littérature font état de plus
de 80 MGME, pour un peu plus de 70 épigénes mis en
cause. Ce chiffre peut étre étendu a environ 180 mala-
dies impliquant 148 genes, en considérant la définition
élargie des épigenes que nous avons précédemment
mentionnée [3]. Sur le plan clinique, ces maladies
présentent des convergences évidentes de symptomes :
des anomalies du développement, un retard ou une
avance staturale, ainsi qu’une déficience intellec-
tuelle. Plus de 80 % des patients atteints de MGME
présentent une déficience intellectuelle et environ 70 %
des anomalies de croissance [4,12,14] (Figure 2B). Cela
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Figure 3. Les causes majeures d’alté-

rations de ’épigénome. Trois causes

majeures peuvent modifier profondé-

ment I’épigénome au cours du déve-

1) loppement et de la vie des individus :
= la présence d’un variant qui peut étre
'-p pathogéne (comme c’est le cas des
u MGME), le vieillissement, et les facteurs
— environnementaux (pollutions, traite-
ments, alcool, tabac, régimes alimen-
taires, pesticides, etc. (Figure créée

avec BioRender.com).

souligne donc le rdle essentiel de la machinerie épigénétique dans
I’étiologie des déficiences intellectuelles et des anomalies du déve-
loppement [15,16]. Dans une étude récente, 130 épigénes ont été mis
en cause dans les maladies neurodéveloppementales [9], avec une
surreprésentation des histones méthyltransférases (HMT) et des his-
tones acétyltransférases. Ces épifacteurs montrent une convergence
fonctionnelle révélée par leur appartenance commune a de larges
complexes protéiques, tels que COMPASS (complex proteins associated
with Setl), PRC2 (polycomb repressive complex 2), NuRD (nucleosome
remodeling and deacetylase) et BAF (Brg/Brahma-associated fac-
tors) [9]. Ces données démontrent un lien étroit entre convergence
fonctionnelle des épifacteurs et convergence phénotypique des MGME.
Le fait qu’aucun variant pathogéne n’ait encore pu étre identifié pour
certains épigénes peut s’expliquer par la difficulté de leur identifica-
tion par séquencage et interprétation ainsi que par I'intolérance a leur
perte de fonction dans le développement précoce.

Ces maladies présentent également un spectre large d’expressions
phénotypiques comparativement aux autres maladies d’origine géné-
tique [12] (Figure 2B). €n plus de la déficience intellectuelle et des
anomalies de croissance, d’autres manifestations cliniques communes
ont été décrites : des dysmorphies faciales, des anomalies cardiaques,
des dysmorphies squelettiques, des anomalies du développement,
une immunodéficience et une prédisposition a certains cancers. Cette
prédisposition aux cancers ne semble pas étre la regle pour toutes les
MGME et concerne un peu moins de 40 % d’entre elles [17]. Cependant,
a la lumiére de I’impact environnemental® et de celui du vieillissement
sur I’épigénome, des études longitudinales sont nécessaires pour ana-
lyser plus précisément la relation entre MGME et émergence de cancers
(Figure 3).

¢ Voir I'article de Lepeule et al. dans ce numéro.
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Epigenes et maladies : "importance de la dose

Le développement des techniques de séquencage et
leur utilisation systématique en diagnostic ont permis
d’accroitre nos connaissances sur les MGME et leurs
caractéristiques singulieres au sein des maladies géné-
tiques, tant au niveau des manifestations cliniques qu’au
niveau de leur mode de transmission. Alors que 80 % des
maladies génétiques affectant des activités enzyma-
tiques sont héréditaires a transmission récessive [18], les
MGME sont en grande majorité autosomales a transmis-
sion dominante, avec des mutations qui apparaissent de
novo, a 'origine d’une haploinsuffisance, ou d’un gain de
fonction dans de rares cas [14]. Les machineries enzyma-
tiques les plus affectées dans les MGME sont les histones
méthyltransférases (HMT) (35 %) et les remodeleurs
(22 %). D’un point de vue fonctionnel, la classe des lec-
teurs (75 %), avec une tres large contribution des lecteurs
d’histones (65 %), puis celle des écrivains (34 %), sont les
plus représentées au sein des MGME [3,11].

€n 2019, Boukas et al. se sont intéressés a I'importance
du role des épigénes en santé, en analysant la tolérance
des 295 épigenes aux variations fonctionnelles et leur
expression dans différents tissus [19-21]. Pour cela, ils
ont utilisé la base de données d’exomes ExAC [22] et le
score pLI (probability of loss of function intolerance),
qui permet d’identifier les variants génétiques poten-
tiellement responsables de maladies par haploinsuffi-
sance. De maniére remarquable, et au méme titre que
les facteurs de transcription [18], les épigénes consti-
tuent une classe de génes trés sensible et intolérante
a la variation du nombre de copies fonctionnelles, une
caractéristique de I’haploinsuffisance. Logiquement,
il apparait que les épigénes codant des épifacteurs a



double fonction semblent particulierement intolérants a la variation
de dose. Cette intolérance a la perte de fonction d’un épigene est liée
a leur fonction d’écrivain, d’effaceur, de lecteur ou de remodeleur, ce
qui souligne I'importance de 'intégrité de I’épigénome dans le fonc-
tionnement de notre organisme. De plus, certains épigenes présentent
un niveau élevé de co-expression dans certains tissus, reflétant des
convergences fonctionnelles essentielles aux fonctionnements des
organes associés.

Quelles informations apportent I’étude des épigénotypes dans
les MGME ?

Utilité diagnostique

Parmi les millions de SNV (single nucleotide variants) identifiés par les
techniques de séquencage @ haut débit réalisées a la suite d’un suivi
clinique, I’évaluation de leur potentiel pathogéne, qui suit les recom-
mandations internationales de I’American College of Medical Genetics
(ACMG), est fondée, entre autres, sur leur fréquence en population géné-
rale dans les bases de données de patients, ainsi que sur des prédictions
in silico et des approches fonctionnelles [23]. Cependant, pour certains
individus, ces outils ne permettent pas de conclure, laissant des variants
de signification inconnue (ou VSI) [24]. La résolution des VSI nécessite
des approches fonctionnelles souvent longues et difficiles a mettre en
place en clinique, avec I'utilisation de modeles cellulaires ou animaux
peu compatibles avec la temporalité du diagnostic.

Depuis une dizaine d’années, I’étude de profils de méthylation de ’ADN
du sang des patients atteints de maladies rares émerge comme un
outil d’aide au diagnostic performant dans la résolution des VSI. Luti-
lisation de ces données épigénomiques comme « épisignatures » pro-
venant de I’étude EWAS (epigenome-wide association study), repose
sur des données de la littérature mettant en évidence des interactions
fonctionnelles des différentes machineries épigénétiques entre elles.
Ainsi, des altérations fonctionnelles de la machinerie relative aux
histones, celle des remodeleurs et des lecteurs, et, logiquement, celle
de la méthylation de "ADN, auront toutes potentiellement des consé-
quences sur les profils de la méthylation de I’ADN, marque épigéné-
tique la plus facile d’acces dans une approche de diagnostic clinique
car liée directement a I’ADN de maniére covalente et stable [25,26].
L'utilisation de la méthylation de ’ADN en diagnostic est un domaine
de recherche en plein essor et fournit déja des signatures spécifiques
de méthylation pour plus de 70 MGME. Ces épisignatures constituent
des bases de données qui sont aujourd’hui utilisées en Europe et aux
€tats-Unis dans le diagnostic des MGME [27,28]. Par exemple, le test
€piSign [29] ou la plateforme EpigenCentral [30] constituent des
outils apportant une dimension innovante et complémentaire aux
méthodes standards d’investigation génétique. Le principe repose
sur la comparaison de profils de méthylation de patients en attente
de diagnostic a une base de données regroupant des profils de réfé-
rence a la fois pour les MGME et pour des sujets sains. Ces méthy-
lomes de I’ADN sont générés par la technologie des puces /llumina’

" https://emea.illumina.com/science/technology/microarray/infinium-methylation-assay.html
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qui couvrent, selon les versions de puces utilisées,
entre 450000 et 900000 sites CpG de méthylation
représentatifs des 30 millions de sites du génome
humain. La méthode de classification des profils de
méthylation fait appel a I'intelligence artificielle et a
I’apprentissage automatique (machine learning) : des
modéles d’apprentissage dans lesquels un modele de
classification est entrainé sur les profils de méthyla-
tion de I’ADN de cohortes de référence de patients et
de sujets sains. €n plus de cette classification, I’ana-
lyse en composantes principales (ACP) et le regrou-
pement hiérarchique sont des outils informatiques
qui fournissent des visualisations complémentaires
sur les similitudes entre méthylomes de I’ADN. €&n
France, malgré un certain retard, "exploitation des
épisignatures dans le diagnostic des MGME est en plein
développement et plusieurs structures de génétique
médicale mettent en place des services dédiés a leur
utilisation [31].

Malgré des avancées significatives et promet-
teuses [27,28,31-34], il reste des limites importantes
a lutilisation optimale des épisignatures en clinique,
notamment dues a la présence de nombreux biais
d’identification [31]. Un point critique est I’absence
d’un consensus international public concernant les
critéres statistiques des épisignatures en diagnostic.
€n effet, les MGME étant des maladies rares, voir ultra
rares,, les cohortes de patients peuvent étre trés res-
treintes, parfois méme limitées a un ou deux cas. Dans
un tel contexte, il est difficile d’avoir la puissance
statistique nécessaire pour définir une épisignature
robuste et spécifique a certaines maladies. Une trés
large cohorte de référence de sujets sains est donc
indispensable (avec plus de 100 individus) comprenant
différentes classes d’dge, de sexe et d’ethnies afin
d’éviter les phénomeénes de faux positifs ou de faux
négatifs. Une stratégie proposée consiste a prendre en
considération des variations de méthylation au niveau
de régions contenant plusieurs sites de méthylation
(DMR, pour differentially methylated region) au lieu de
sites individualisés (DMP, pour differentially methylated
probe) eny intégrant des méthodes statistiques appro-
priées [35] (Figure 4).

La constitution de cohortes de patients plus importantes
et de référence apparait donc essentielle et nécessite
de mettre en place des collaborations internationales.
L'acces aux données brutes de méthylation et leur
mutualisation, en respectant évidemment I’anonymisa-
tion des échantillons et la réglementation éthique qui
s'impose, serait également particulierement bénéfique
pour I'ensemble de la communauté impliquée dans la
recherche biomédicale ainsi que pour les patients.
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Figure 4. Utilisation des DMP et DMR comme épisignatures. Schéma décrivant 'identification des DMP (differentially methylated position) (fond

bleu clair) et des DMR (differentially methylated region) (fond orange clair) par comparaison entre patients et sujets sains, par exemple dans le

cas d’analyse par puces de méthylation. Cette technique, qui fait intervenir la conversion de ’ADN au bisulfite de sodium (traitement chimique

qui va convertir les cytosines [C] non méthylées de I’ADN en uracile, puis en thymines aprés amplification par PCR), ne permet pas de distinguer la

5-methylcytosine (MeC) de ses formes oxydées (comme la 5-hydroxymethylcytosine, la 5-formylcytosine et la 5-carbamylcytosine).

Outre les biais statistiques évoqués, des biais d’identification
d’épisignatures liés a des parametres physiologiques sont égale-
ment a considérer. En effet, les profils de méthylation sont générés
a partir du sang total des sujets, un tissu hétérogene en termes de
populations cellulaires, qui varient selon I’Gge, et est soumis direc-
tement a I’environnement (Figure 3). Tous ces facteurs, connus pour
affecter les profils de méthylation, sont des facteurs confondants
qui peuvent fausser I’identification d’épisignatures spécifiques a
chaque MGME, c’est-a-dire celles qui résultent directement du géno-
type des patients. Aussi, méme si I'utilisation d’outils bio-informa-
tiques et la constitution d’une large cohorte de référence peuvent
corriger certains de ces biais, Iutilisation en complément d’autres
échantillons, tels que I’épithélium buccal (geste non-invasif) ou la
peau, peut s’avérer pertinente. De plus, une validation expérimen-
tale, fondée sur une autre technique que les puces de méthylation,
peut également s’avérer nécessaire afin d’augmenter la robustesse
des épisignatures.

Informations fonctionnelles

€n plus de leur utilité diagnostique, les méthylomes des MGME
constituent une source d’information précieuse pour la recherche
fondamentale en épigénétique. La comparaison des profils de
méthylations entre MGME et leur degré de ressemblance peuvent
révéler des liens fonctionnels entre les différentes machineries
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épigénétiques et ainsi nous éclairer sur I'interdépen-
dance de certains mécanismes moléculaires ou nous
renseigner sur les interactions fonctionnelles entre
épifacteurs chez I’homme. Par exemple, certaines
DMPs pour le syndrome de Weaver (ORPHA:3447 ; £ZH2,
enhancer of zeste 2) sont communes au syndrome
de Cohen-Gibson (ORPHA:659396 : €D, embryonic
ectoderm development) et & celui de Imagawa-Mot-
sumoto (ORPHA:659463 ; SUZI2, suppressor of zeste
12), en accord avec le lien fonctionnel fort entre les
trois épifacteurs, €ZH2, EED et SUZ12, qui constituent
le coeur du complexe polycomb PRC2, responsable de
la méthylation H3K27me2/me3 [34,36]. Dans le cas
du syndrome de Kabuki (ORPHA:2322), les deux sous-
types de patients, définissant respectivement les
syndromes Kabuki 1 et 2, ont des variants pathogenes
respectivement du géne KMT2D (lysine methyltrans-
ferase 2D : histone méthyltransférase de H3K4) et
KDM6A (lysine demethylase 6A : histone déméthylase
de H3K27me2/me3), a I'origine de profils de méthy-
lation similaires [32]. Cela refléte une convergence
fonctionnelle de ces deux épifacteurs, notamment
par leur implication dans le complexe COMPASS [37].
Un autre exemple d’indicateur fonctionnel apporté



par les méthylomes est la forte similitude des profils de méthyla-
tion de patients atteints du syndrome de Sotos (ORPHA:821 ; NSDI :
nuclear receptor binding SET domain protein 1; HMT H3K36me3)
et Tatton-Brown-Rahman (TBRS) (ORPHA:404443 ; DNMT3A, DNA
methyltransferase 3 alpha ; ADN méthyltransférase). Les méca-
nismes de cette interaction ont été élucidés grace a des études
conduites chez la souris [38] qui démontrent 1) le rdle essentiel
des modifications H3K36me2 et H3K36me3 comme déterminants
de la méthylation de I’ADN, et 2) le réle des enzymes DNMT3A et
DNMT3B comme lecteurs de ces marques d’histones via leur domaine
PWWP® [38,39]. ’identification de variants pathogénes au sein de
ce domaine chez des patients atteints des syndromes TBRS et ICF1
(causé par des variants de DNMT3B) a été un premier révélateur de
ces découvertes mécanistiques d’adressage de la méthylation sur le
génome. L’étude du syndrome ICF a également permis de révéler des
mécanismes moléculaires convergents, mis en évidence par la com-
paraison des profils de méthylation de I’ADN entre les quatre sous-
types de patients ICF souffrant de mutations dans les genes codant
DNMT3B, codant les facteurs de transcription ZBTB24 (Zinc finger and
BTB domain containing 24) et CDCA7 (cell division cycle associated
7), ou encore codant le remodeleur de la chromatine, HELLS (heli-
case, lymphoid specific) [40].

L'étape suivante dans la compréhension des mécanismes molécu-
laires des MGME consistera a intégrer aux données de méthylation
de I’ADN, la cartographie d’autres marques épigénétiques (comme
I’hydroxyméthylation de ’ADN [41], la méthylation/acétylation
d’histones, les variants d’histones), des données de conformation
(ATAC [assay for transposase-accessible chromatin]-seq, DNase-
seq) et d’interaction en trois dimensions de la chromatine (Hi-C)
afin d’en préciser la compréhension globale dans un contexte sain et
pathologique [42].

Relations entre génotypes, épigénotypes et phénotypes
des MGME

Bien que leur relation de causalité ne soit pas toujours clairement
démontrée, des données de la littérature indiquent qu’il existe de
fortes corrélations entre la nature du variant génétique, I'impact sur
la méthylation de ’ADN, et les manifestations cliniques des patients
atteints de MGME. Des variants pathogeénes entrainant la perte de
fonction de DNMT3A sont responsables du syndrome TBRS, tandis
que ceux a Iorigine d’un gain de fonction de la protéine causent le
syndrome de Heyn-Sproul-Jackson (HESJAS; ORPHA:658595), avec
des phénotypes de croissance opposés : contrairement au syn-
drome TBRS, qui se caractérise par une hypométhylation (perte de
méthylation 5mC par rapport a la normale) de I’ADN [43] associée
@ une avance staturale, le syndrome HESJAS présente un phénomene
d’hyperméthylation de I’ADN (gain de méthylation 5mC par rapport
a la normale) associé a un retard statural sévere [44]. De maniére
similaire, un variant perte de fonction dans le géne NSDI (syndrome

¢ proline-tryptophane-tryptophane-proline.

m/s n° 12, vol. 40, décembre 2024

de Sotos) ou une duplication du géne (syndrome de
Mac-Alpine, ORPHA:97340) conduit a des épisigna-
tures et des phénotypes de tailles opposées [32].
Dans le syndrome de Weaver, ce lien entre génotypes,
épigénotypes et phénotypes est illustré par le cas d’un
patient présentant une atténuation des défauts de
méthylation associée a un phénotype modéré causé
par un mosaicisme somatique [34].

Le cas du syndrome ICF est également représentatif de
cette relation entre génotypes, épigénotypes et phéno-
types. Les quatre sous-types de patients ICF (ICF1-4)
définis par la présence de variants pathogenes dans les
génes DNMT3B, ZBTB24, CDCA7 et HELLS, se scindent en
deux groupes qui se distinguent a la fois par leur profil
de méthylation et leurs signes cliniques [40,45,46].

Nécessité d’établir un lien direct entre
génotypes, épigénotypes et phénotypes

Les MGME étant des maladies génétiques affectant
les fonctions d’épifacteurs, il est tres probable que
I’équilibre entre euchromatine et hétérochroma-
tine soit perturbé, ce qui affecte la régulation de
I’expression du génome, notamment les programmes
d’expression génique tissulaire tout au long du déve-
loppement. Cependant, il semble que les mécanismes
physiopathologiques impliqués soient multiples avec,
notamment, la considération de cibles protéiques
non-histones pour les écrivains, ce qui peut moduler
la fonction des protéines ciblées [47]. Il est égale-
ment possible que les mécanismes pathogéniques
en cause ne soient pas directement liés a activité
de I’épifacteur muté. Cest le cas des deux MGME
causées par des variants pathogenes du géne DNMTI
(DNA methyltransferase 1) : les syndromes HSNI1E
(ORPHA:456318) et ADCA-DN (ORPHA:314404). Bien
que des épisignatures de méthylation de ’ADN aient
été identifiées dans ces syndromes, le caractere tardif
des symptomes a I’dge adulte, et distinct par rapport
a d’autres syndromes causés par une perte fonction-
nelle de deux autres DNMT (DNMT3A et DNMT3B), inter-
roge quant au lien entre les anomalies de méthylation
de I’ADN identifiées et les manifestations cliniques de
ces patients mutés pour DNMTI. Une hypothése serait
que les variants protéiques de DNMTI altereraient des
fonctions cytoplasmiques essentielles & la survie neu-
ronale, a I’origine de la neurodégénérescence affec-
tant ces patients [48,49].

La relation directe entre épisignatures et phénotypes
des MGME est donc loin d’étre triviale. Pour autant,
elle peut nous renseigner sur des liens potentiels
entre des épimutations identifiées au niveau de cer-
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tains genes et les symptomes cliniques des maladies. La plupart des
méthylomes de ’ADN sont réalisés a partir du sang des patients, pour
des raisons éthiques et de faisabilité en clinique. Sachant qu’une
majorité de MGME présente des anomalies du développement et de la
croissance ainsi que des déficits intellectuels, I'utilisation du sang
comme tissu d’investigation semble limitée pour étudier les relations
entre génotypes, épigénotypes et phénotypes de la majorité des
MGME. C’est pourquoi ces corrélations peuvent souvent étre interpré-
tées comme peu pertinentes pour la compréhension des MGME.

€n conséquence, et afin de répondre formellement a la question
majeure du lien entre ces épisignatures et les manifestations cliniques
des patients, il est nécessaire de combiner de multiples approches
dans des contextes cellulaires pertinents pour ces maladies. Ceci inclut
des stratégies multi-omiques intégrant des données d’épigénomique
(modifications chimiques et organisation de la chromatine), de géno-
mique, de transcriptomique, de protéomique, de métabolomique [3],
d’édition de I’épigénome’ dans des systémes cellulaires provenant de
modéles animaux [50] ou d’organoides [51]. Des approches a I’échelle
de la cellule unique seront également indispensables, en particulier
dans les investigations concernant le fonctionnement du systéme
neuronal.

Lutilisation de modéles animaux est une approche judicieuse dans
le contexte des MGME pour décrypter les mécanismes moléculaires
mis en cause. La souris et le poisson zébre sont notamment des
modeles particulierement informatifs dans I’étude du développement
embryonnaire [50]. Parmi les nombreux modeéles de MGME générés
(23 écrivains, 10 effaceurs, 27 lecteurs et 10 remodeleurs mutés [50]),
une majorité reproduit les phénotypes humains, avec un spectre large
de manifestations, incluant des défauts de viabilité, de croissance,
de développement neuronal et squelettique, de développement car-
diaque, des yeux, de mémoire et de comportements.

Perspectives thérapeutiques des MGME

Lidentification de voies moléculaires mises en cause dans les MGME
constitue autant de cibles thérapeutiques potentielles. La correction
des perturbations de I’épigénome et de leurs conséquences sur le
transcriptome semble étre la piste privilégiée dans I’élaboration de
futurs traitements [5,14]. Ces thérapies épigénétiques reposent sur
I’utilisation d’épidrogues, qui sont des composés chimiques modifiant
les propriétés enzymatiques d’épifacteurs, dans le but de compenser
ou de corriger les profils épigénomiques pathologiques. Bien qu’étant
déja utilisées dans le traitement des cancers, ces thérapies n’ont pas
encore été approuvées pour traiter les MGME, mais font I’objet de plu-
sieurs études expérimentales [14]. Certaines données de la littérature
sont encourageantes et montrent qu’il existe un espoir de traitement
des symptdmes neurologiques pour les MGME [14]. Une étude conduite
sur un modele murin du syndrome de Rett, mutant pour le lecteur
MECP2 (methyl-CpG binding protein 2), montre qu’une restauration
de la copie sauvage du gene améliore nettement le phénotype des

? Voir I'article de Hedvika Martin et Michel Wassef dans ce numéro.
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souris [52]. D’autres travaux utilisant également des
modéles murins [14,52-54] suggérent qu’un traitement
postnatal a I'aide d’épidrogues serait possible pour
les syndromes de Rubinstein-Taybi et de Kabuki. Grace
a la malléabilité de I’épigénome, ces thérapies pour-
raient étre mises en place dés le plus jeune Gge afin
de corriger des épimutations et leurs conséquences. La
mise en place de thérapies épigénétiques suscite donc
I’espoir de parvenir a corriger certaines manifestations
cliniques des MGME.

Conclusions et perspectives

Uidentification croissante des MGME, ainsi que la docu-
mentation de leurs caractéristiques moléculaires et cli-
niques, représentent une réelle avancée dans le domaine
biomédical. €n complément des approches génétiques
classiques, I'utilisation des épisignatures a des fins dia-
gnostiques est un réel bénéfice pour les patients et leurs
familles [28]. Au regard de I’apport significatif des épi-
signatures dans "amélioration du diagnostic des MGME, il
est urgent de considérer les investigations de la méthy-
lation de "ADN comme approche systématique et com-
plémentaire aux exomes dans les services de génétique,
spécialement dans le cas des variants nucléotidiques de
signification inconnue et pour les diagnostics cliniques
incertains. Le développement de services dédiés dans le
domaine clinique présente donc un intérét grandissant.
Cependant, le recours systématique aux épisignatures
dans le diagnostic passe nécessairement par plus de
transparence et de cohérence sur le mode opératoire de
leur identification (technique utilisée, traitement des
données, etc.) et sur leurs critéres d’analyse bioinforma-
tiques et statistiques précis.

L'étude des MGME nous renseigne sur le lien entre alté-
rations (épi)génétiques et manifestations cliniques.
Le contexte monogénique de ces maladies représente
un modele d’étude idéal pour évaluer le role de I’épi-
génétique en santé. Méme si certaines données sug-
gerent fortement 'existence d’un lien causal entre les
épimutations et les symptomes cliniques, les preuves
formelles manquent, en partie a cause de la difficulté
d’établir des modeéles cellulaires humains pertinents
pour I’étude des MGME et aussi du manque de profon-
deur et de diversité des investigations moléculaires. Le
développement d’approches multi-omiques en cellule
unique, et de I’édition de I’épigénome couplé a 'utili-
sation des organoides, permettra d’évaluer précisément
limportance de I’épigénétique en santé, notamment
dans des maladies neurodéveloppementales complexes,
et de mettre en place des thérapies ciblées au bénéfice
des patients. ¢



SUMMARY

Genetic diseases of epigenetic machinery

The development of sequencing technologies and their increased
accessibility in clinical services and genetic laboratories have
considerably accelerated the identification of genetic variants
associated with rare diseases (RDs). Among these, Mendelian
disorders of the epigenetic machinery (MDEM) are rare monogenic
diseases characterized by the presence of mutations in genes enco-
ding epigenetic regulators that play a key role in organismal deve-
lopment and cellular functions. Loss of function of these regulators
is expected to lead to epigenetic modifications that profoundly
affect genome expression and cellular identity. Disruptions in DNA
methylation profiles have been documented in MDEMs, emerging
as a useful diagnostic tool. The current challenge is to determine
whether and how these epigenomic alterations drive the mecha-
nisms underlying the clinical manifestations in patients suffering
from this class of diseases. Studying MDEMs may therefore shed
light on the important role of epigenetic information in health and
disease, particularly the mechanisms involved in the development
and understanding of complex pathologies, such as neurodevelop-
mental disorders and cancer. ¢
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