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> Le maintien de I'identité cellulaire par I'épi-
génome est crucial pour le développement d’un
individu. Les marques chromatiniennes assurent
la stabilité de I’expression génique. La repro-
grammation épigénétique est un phénomene
naturel au cours du développement des mam-
miferes, en particulier lors de I"émergence de la
lignée germinale. Les cellules germinales primor-
diales (PGC) subissent un profond remodelage de
la chromatine, comprenant une déméthylation
globale de I’ADN et I’effacement des empreintes
parentales. Cette revue introduit les notions de
reprogrammation épigénétique, y compris sa
découverte et ses étapes principales, la lignée
germinale murine qui inclut ses changements
transcriptionnels et chromatiniens, ainsi que
’empreinte génomique parentale, ses méca-
nismes et son importance chez I’homme. <

L'épigénétique se définit aujourd’hui comme I’ensemble
des mécanismes qui permettent la régulation de I'ex-
pression des génes, de maniére stable et héritable a
travers les divisions cellulaires. C’est un processus
réversible qui a lieu en absence de changement de la
séquence de "ADN. €n 1942, Conrad Waddington a défini
pour la premiére fois le terme d’épigénétique comme
I’étude des interactions entre génotype, phénotype et
environnement, qui permettent d’expliquer qu’une cel-
lule possédant un génome unique puisse donner nais-
sance a de multiples types cellulaires différents [1]. Les
marques épigénétiques les plus connues sont la méthy-
lation de "ADN et les modifications post-traduction-
nelles des histones (méthylation et acétylation entre
autres), qui conduisent & un remodelage de la chroma-
tine [2]. Ces différents processus consolident le profil
d’expression d’une cellule, ce qui lui permet d’accéder a
des destins cellulaires distincts et spécialisés. Bien que
les cellules diploides d’un individu partagent un méme
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génome, elles présentent un vaste éventail d’épigénomes, sous-ten-
dant différentes entités cellulaires. Une fois différenciée, il est impor-
tant pour la cellule de conserver la mémoire de ce choix, de cette iden-
tité cellulaire essentielle pour le développement correct d’un individu.
Au cours du développement d’un individu, des moments précis existent
au cours desquels ces marques épigénétiques sont effacées. Il s’agit
de la reprogrammation épigénétique, durant laquelle la plupart des
marques chromatiniennes sont remodelées. €n effet, au contraire des
mutations de I’ADN, les modifications épigénétiques sont réversibles.

Cette revue décrit les principes qui ont conduit au prix Nobel de
Médecine ou Physiologie attribué a John Gurdon et Shinya Yama-
naka en 2012 pour la découverte de la reprogrammation épigéné-
tique, ainsi que ses grandes caractéristiques et étapes au cours du
développement d’un individu [3]. Dans une seconde partie, nous
nous consacrerons a I"émergence de la lignée germinale chez les
mammiferes, qui conduit a la création des deux cellules germinales
spécialisées, I'ovule et le spermatozoide, dont la fonction est indis-
pensable a la perpétuation des espéces. La spécification embryon-
naire des cellules germinales constitue un changement de destin
cellulaire majeur qui s’accompagne d’une reprogrammation globale
du génome. En prenant la souris comme modéle, nous discuterons
les changements transcriptionnels et chromatiniens a I’origine de
I’émergence de la lignée germinale [4]. Enfin, dans une troisiéme
partie, nous introduirons la notion d’empreinte génomique paren-
tale, qui conduit a I'expression mono-allélique d’un ensemble de
genes, en fonction de leur origine parentale. Uempreinte parentale a
été révélée par des expériences d’embryologie dans les années 1980.
Sa mécanique fine est depuis étudiée car il s’agit d’un exemple phare
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de régulation génique par des mécanismes épigénétiques, incluant
des ARN non codants et un remodelage chromatinien. Le cycle de
lempreinte (effacement et réapposition dans la lignée germinale,
puis maintien et lecture lors du développement de I’individu) permet
une meilleure compréhension de la reprogrammation épigénétique
au cours du développement [5]. Nous discuterons également de
I’importance des génes soumis @ empreinte parentale dans certains
syndromes humains, ainsi que de la découverte récente de nouveaux
génes soumis  empreinte dite non canonique [6].

La reprogrammation épigénétique

Définition et concepts de base des marques épigénétiques

La reprogrammation épigénétique se définit par un remodelage
global de I’épigénome : méthylation de I’ADN, marques d’histones,
empreinte parentale et chez les femelles inactivation du chromo-
some X, un mécanisme épigénétique permettant la compensation de
dose entre les sexes. Cette reprogrammation permet la réinitialisa-
tion de I’épigénome d’une cellule différenciée et spécialisée. Dans
le cas du clonage, la reprogrammation du noyau d’une cellule soma-
tique permet de retrouver un état de pluripotence et la capacité de
se différencier vers les trois feuillets germinaux et, par la suite, vers
toutes les cellules d’un nouvel individu. Ainsi, la reprogrammation
peut étre vue comme le chemin inverse des voies de différenciation.
Dans les cellules eucaryotes, le matériel génétique est organisé dans
le noyau en territoires chromosomiques (environ 100 a 3000 méga-
bases [Mb]), puis en compartiments A/B (environ 10 & 50 Mb), en
domaines d’association topologiques (TAD) (<5 Mb) et enfin en
boucles de chromatine (<500 kilobases [kb]) [7]. Les différentes
marques chromatiniennes permettent la régulation de la conformation
topologique du génome en trois dimensions et I’accessibilité de la
chromatine sous la forme de deux états : I’euchromatine, déconden-
sée, riche en génes et transcriptionnellement active qui est présente
dans le compartiment A ; et I’hétérochromatine, condensée, riche en
séquences répétées (télomeres, satellites, transposons), majoritai-
rement inactive, inaccessible a la machinerie de transcription et pré-
sente dans le compartiment B.

La méthylation de I’ADN est généralement associée a la répres-
sion transcriptionnelle [8]. Chez les mammiféres, les groupements
méthyls (-CH3) affectent uniquement les cytosines, en particulier
celles impliquées dans des dinucléotides CpG. Dans le contexte
d’une cellule somatique, les flots CpG (séquences a forte densité
de CpG typiquement associées aux séquences promotrices) sont
généralement hypométhylés, a I’exception de ceux associés aux
geénes soumis d empreinte, aux genes de la lignée germinale et aux
geénes du chromosome X inactif chez les individus femelles. Le reste
du génome est fortement méthylé, incluant les séquences répétées,
les séquences intergéniques, et le corps des génes. La méthylation
des cytosines est catalysée par les ADN méthyltransférases (DNMT
pour DNA methyltransferase), DNMT1, DNMT3A, DNMT3B et DNMT3C
(présente uniquement chez les rongeurs), toutes dotées d’activité
catalytique, ainsi que leur co-facteur DNMT3L (DNA methyltrans-
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ferase 3 like), sans activité catalytique propre mais
qui permet la stimulation de I'activité de DNMT3A
et DNMT3B [8]. Les DNMT3 établissent de novo les
profils de méthylation des lignages embryonnaires,
somatiques ou germinaux, qui sont ensuite perpétués
lors des divisions cellulaires par I'activité de main-
tenance de DNMTL, aidée par son co-facteur UHRF1
(ubiquitin like with PHD and ring finger domains 1). Le
méthylome d’un individu est dynamique au cours de la
vie, en particulier lors des phases précoces de déve-
loppement (Figure 1A) caractérisées par deux vagues
de reprogrammation : 1) aprés la fécondation, dans
’embryon, et 2) en amont de la fécondation, dans
la lignée germinale primordiale (Figure ). U'efface-
ment des groupements méthyles peut se produire de
maniére passive, par dilution a chaque réplication de
’ADN en I’absence de la machinerie de méthylation,
ou de fagon active, via 'action des déoxygénases TET
(ten-eleven translocase) qui, aprés plusieurs cycles
d’oxydation, permettent le remplacement d’une cyto-
sine méthylée par une cytosine non modifiée.

Les modifications des histones jouent également un
role prépondérant dans la régulation épigénétique de
identité cellulaire. Tout comme la méthylation de
I’ADN, les modifications des histones sont réversibles
et subissent des remaniements drastiques au cours
du développement (Figure IA). Les protéines histones
qui forment le nucléosome peuvent étre modifiées
post-traductionnellement : acétylation, méthylation,
phosphorylation, ubiquitination et sumoylation sont
les marques les plus étudiées. Plus d’une centaine
de marques post-traductionnelles ont été recensées,
formant un « code des histones » qui est apposé, lu et
effacé par des facteurs chromatiniens (les « writers »,
« readers » et « erasers ») [9]. Le nombre connu de
ces modifications a récemment bondi grdce a 'ave-
nement des techniques de spectrométrie de masse a
haute résolution. Les marques H3K4me (méthylation
de la lysine 4 de I’histone 3), H3K36me et H3K27ac
(acétylation de la lysine 27 de I’histone 3) sont
associées a I’euchromatine, alors que les marques
H3K27me, H3K9me et H4K20me sont impliquées dans
la répression génique. Par ailleurs, H3K27me3 (tri-
méthylation de la lysine 27 de Ihistone 3) est majo-
ritairement associée a I’hétérochromatine facultative
(empreinte parentale non canonique et inactivation
du chromosome X) ou & la répression transcription-
nelle dans les régions euchromatiniennes. H3K9me3
marque plus spécifiquement les séquences répétées
du génome, telles que les éléments transposables et
les séquences d’ADN satellite.
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A Reprogrammation zygotique

Programmation des gametes
en fonction du sexe

des lignages embryonnaires

Figure 1. Le cycle de programma-
tion et reprogrammation épigé-
nétique au cours du développe-
ment murin. A. Les grandes étapes
d’apposition et effacement des
marques épigénétiques chez la
souris. B. Représentation des
niveaux globaux de méthylation
de ’ADN des gametes a la sou-
ris adulte. TE : trophectoderme ;
MCI : masse cellulaire interne ; PE :
Programmation endoderme primitif ; €xE : ecto-
derme extra-embryonnaire ; VE:
endoderme viscéral ; Epi: épi-
blaste ; €0,5: 0,5 jours de déve-
loppement embryonnaire.

Reprogrammation
des précurseurs
de la lignée germinale

A
100 %

Ovocyte

o Niveau de méthylation de I’ADN

%

Fécondation €0,5 €3,5-€4,5 €13,5

Naissance

Adulte

Cycle de (re)programmation lors du développement précoce

Le développement est un processus hautement régulé, qui permet @ un
zygote totipotent, résultant de la fusion de deux gametes haploides,
de former un organisme fonctionnel complet. Ainsi, chaque cycle
développemental traduit le passage par des niveaux décroissants de
plasticité : de la totipotence a la pluripotence puis a la multipotence,
avec finalement I’engagement vers un lignage cellulaire défini, jusqu’a
un état de différenciation terminale. Cette restriction progressive de
la plasticité est accompagnée de modifications épigénétiques qui
garantissent une stabilité et une mémoire des identités cellulaires.
La restriction de la plasticité la plus précoce a lieu lors de la diver-
gence entre la masse cellulaire interne (MCI) et le trophectoderme &
laquelle sont confrontés les blastomeres. La masse cellulaire interne
constituera I’embryon proprement dit tandis que le trophectoderme
constituera les tissus extra-embryonnaires (Figure 1).
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A Pinverse, 'embryon précoce et les cellules germinales
primordiales (PGC) sont reprogrammés, avec un effa-
cement global de la méthylation de ’ADN et un rema-
niement drastique des marques d’histones (Figure 1B
et Figure 2). La reprogrammation épigénétique serait
essentielle a la fonctionnalité des gamétes en amont
de la fécondation, et a I’acquisition de la pluripotence
de I’embryon apres fécondation. Les gametes sont des
cellules hautement spécialisées avec un fort dimor-
phisme sexuel. A la fécondation, le génome du sper-
matozoide arrive dans ovocyte dans un état inactif et
extrémement compacté par des protéines alternatives
aux histones, appelées protamines. U'ovocyte, en plus
de "ADN maternel, contient tout le bagage moléculaire
permettant d’initier le programme développemental



avant I'activation du génome embryonnaire. Il existe donc une impor-
tante asymétrie épigénétique entre les génomes maternel et paternel
lors de la fécondation [10]. La premiére étape de la reprogrammation
embryonnaire consiste a niveler le paysage chromatinien des deux
pronoyaux parentaux (Figure 1B). Le génome du spermatozoide subit
une transformation drastique dans le cytoplasme de I’ovocyte. Il est
progressivement décondensé par des histones acétylées apportées
par ovocyte en remplacement des protamines, puis est soumis a une
déméthylation globale de I’ADN impliquant des mécanismes actifs
de déméthylation. Le génome maternel est quant a lui déméthylé de
facon passive, principalement par dilution au cours des premiers cli-
vages. Les épigénomes maternel et paternel sont aussi trés différents
en termes de marques d’histones. Par exemple, du fait du remplace-
ment massif par les protamines, le génome paternel contient peu de
marques d’histones telles que H3K9me?2, H3K27me3 et H3K4me3, qui
n’apparaissent qu'apres la premiere réplication de I’ADN de I’embryon.
Malgré ces différences d’organisation chromatinienne, les deux
génomes parentaux sont fonctionnellement équivalents au moment de
I’activation embryonnaire, a I’exception des genes soumis a empreinte
parentale, un sujet que nous développerons plus loin.

La reprogrammation embryonnaire consiste ainsi en un effacement
des profils liés a une identité gamétique qui culmine avec un état
globalement hypométhylé du blastocyste a la fin du développement
pré-implantatoire (environ 20 % de CpG méthylés) ; et ceci est vrai
pour les deux lignages principaux, @ savoir la masse cellulaire interne
et le trophectoderme. La masse cellulaire interne differe cependant
avec la réactivation du chromosome X paternel inactif chez les ron-
geurs femelles [11]. C’est sur ce terrain épigénétiquement naif que
sont établis, aprés implantation et jusqu’a la gastrulation, les profils
somatiques de méthylation de I’ADN, affectant jusqu’a 60 a 80 % de
CpG méthylés, sous I'impulsion des DNMT de novo, DNMT3A et DNMT3B
(Figure 1B) [8]. Cependant, le trophectoderme reste globalement
hypométhylé en comparaison de I’épiblaste, et cette différence per-
siste entre le placenta et I’embryon jusqu’a la fin de la gestation. Cette
asymétrie épigénétique des lignages embryonnaires et extra-embryon-
naires concerne aussi Ienrichissement en marques d’histones, telles
que H3K27mel, H3K27me2, H3K27me3 et H4Kl6ac [12,13].

Découverte de la reprogrammation épigénétique de cellules
différenciées

Le voyage d’une cellule de la totipotence a la différenciation était
considéré comme unidirectionnel jusqu’a la découverte, par les expé-
riences de John Gurdon et Shinya Yamanaka, de la possibilité de repro-
grammer des cellules somatiques.

Dés 1962, John Gurdon décrit le concept de reprogrammation cellulaire
in vivo [14]. Il démontre que la spécialisation cellulaire n’est pas
irréversible, en menant une expérience de transfert nucléaire chez
I’amphibien Xenopus laevis. Des noyaux de cellules intestinales diffé-
renciées, transplantés dans des ovocytes énucléés, peuvent permettre
le développement de tétards viables et fertiles, prouvant que le noyau
des cellules différenciées contient toute I’information nécessaire
pour générer un organisme entier. Cette découverte a montré que les
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marques épigénétiques liées a la spécialisation pou-
vaient étre effacées ou réinitialisées, et que le cyto-
plasme de I’ovocyte jouait un rdle clé dans ce processus
de reprogrammation [15]. John Gurdon mit 30 ans pour
reproduire le transfert nucléaire chez les mammiferes,
car leur ceuf est beaucoup plus petit que celui des
amphibiens et le transfert des embryons nouvellement
formés dans un utérus constituait alors un véritable
exploit technique.

Quarante ans plus tard, Shinya Yamanaka fait un pas
décisif en démontrant qu’il était possible, chez les
mammiféres, de reprogrammer in vitro des cellules
somatiques différenciées en cellules souches pluripo-
tentes induites (iPSC) [16]. Aprés avoir sélectionné 24
geénes candidats connus pour leur réle dans le maintien
de I’état de pluripotence cellulaire, Shinya Yamanaka
teste tous ces facteurs un @ un pour leur capacité a
induire un état de pluripotence dans des cellules soma-
tiques murines. Aucun facteur seul n’a cette capacité,
mais en utilisant un cocktail de quatre facteurs de
transcription (0CT3/4, SOX2, KLF4, c-MYC, appelés fac-
teurs OKSM), Shinya Yamanaka réussit & convertir des
fibroblastes adultes en cellules pluripotentes. Cette
approche révolutionnaire montre que seules quelques
instructions géniques suffisent pour qu’une cellule spé-
cialisée retrouve la pluripotence et ainsi la capacité de
se différencier en n’importe quel type cellulaire. Deux
approches complémentaires ont permis de prouver la
pluripotence compléte des iPSC: la formation des trois
feuillets germinaux aprés implantation sous la peau
de souris receveuses et la contribution a générer un
individu entier, y compris sa lignée germinale, apres
injection dans des blastocystes, [16].

Les découvertes de Gurdon et Yamanaka ont bouleversé
notre compréhension de la différenciation cellulaire,
en prouvant que la spécialisation d’une cellule n’était
pas un processus irréversible, et que sous certaines
conditions, une cellule mature pouvait étre ramenée a
un état pluripotent. Cette découverte a non seulement
réécrit les manuels de biologie, mais a également ouvert
des perspectives thérapeutiques immenses. Etant déri-
vées de cellules somatiques adultes, les cellules iPSC
permettent de contourner les problemes éthiques liés
a Putilisation des cellules souches embryonnaires et
d’éviter les risques de rejet immunitaire. €n utilisant
les propres cellules d’un patient, il devient possible de
produire des cellules souches personnalisées, ouvrant
la voie a des traitements potentiels pour des mala-
dies dégénératives, génétiques ou encore des lésions
tissulaires. Cependant, malgré ces avancées, des défis
demeurent, notamment le risque de tumeurs. &n effet,
Putilisation du facteur oncogéne c-MYC dans le pro-
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Figure 2. Changements majeurs, transcriptionnels et épigénétiques, au cours du développement des cellules germinales primordiales et de leur dif-
férentiation en gamétes matures. |’effacement de la méthylation de I’ADN dans les cellules germinales primordiales (PGC) se produit au cours de

leur migration, puis est suivie d’une apposition de novo en fonction du sexe en pré et post natal dans les cellules mdles (vert) et femelles (orange)

respectivement. La reprogrammation épigénétique des gameétes conduit également a I'apposition de grands domaines de la marque répressive

H3K27me3 qui seront transmis a la descendance par I’ovocyte.

cessus de reprogrammation a suscité des inquiétudes quant a la sta-
bilité génomique des iPSC. €n 2021, une quarantaine d’essais cliniques
étaient fondés sur 'utilisation d’iPSC, ce qui représente plus de
2300 participants répartis dans le monde [17]. Le plus grand nombre
d’essais cliniques est aujourd’hui ciblé sur le risque de malignité
tumorale.

La lignée germinale chez les mammiféres

Origine et développement

La fécondation d’un ovocyte par un spermatozoide permet la création
d’un organisme entier, viable et fertile, comprenant toutes les cellules
différenciées nécessaires a son bon fonctionnement, ainsi que les
cellules de sa lignée germinale. Ces cellules permettront a leur tour la
création de la future génération et ainsi de suite. La lignée germinale
peut en ce sens étre considérée comme immortelle.

Chez ’embryon de souris, les PGC émergent d’une petite popula-
tion de cellules (entre 10 et 15) au niveau de Iépiblaste proximal
postérieur, en réponse & la signalisation BMP (bone morphogenic
protein). Les PGC expriment le géne Prdml (aussi connu sous le nom
de Blimpl pour B lymphocyte-induced maturation protein 1) dés
6,25 jours de développement embryonnaire (£6,25), puis les génes
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Prdml4 et Stella (aussi connu sous le nom de Dppa3
pour developmental pluripotency-associated 3) [18].
Les PGC vont ensuite migrer de la base de I’allantoide!
(€8,5) jusqu’aux crétes génitales, puis fortement
proliférer et coloniser les futures gonades (€10,5 &
€13,5) (Figure 2) [19]. La différenciation sexuelle des
gonades en ovaires ou testicules a lieu a partir de
€12, puis le devenir des PGC males et femelles diverge
drastiquement. Chez les femelles, a €13,5, les PGC
entrent en méiose | et resteront ensuite bloquées sous
forme de follicules primaires en prophase 1 de méiose,
jusqu’a reprendre leur progression a la puberté. Dans
le cas des males, la méiose n’interviendra qu’apres la
naissance (Figure 2).

Reprogrammation des gametes : changements
transcriptionnels et chromatiniens

Lors de la spécification des cellules germinales pri-
mordiales, un programme transcriptionnel spécifique

! Allantoide : organe feetal dont la partie extra-embryonnaire dégénére durant la
gestation. La partie intra-embryonnaire donne la future vessie.



se met en place. D’un coté, les genes de pluripotence sont réexprimés
(Sseal, Nanog, Oct4 et Sox2) et de I’autre le programme somatique est
réprimé avec I'extinction transcriptionnelle de genes tels que Hoxbl
(Homeobox) au profit de I'expression de Blimpl (Figure 2) [19]. BLIMP1
est un répresseur transcriptionnel qui permet de réprimer les genes
de différenciation somatique lors de la reprogrammation de la lignée
germinale.

Ces changements drastiques du transcriptome sont accompagnés
d’une reprogrammation de I’épigénome tout aussi importante. Les cel-
lules germinales primordiales sont tres fortement déméthylées, pro-
gressivement entre €10,5 et €13,5 (Figure 2) [20,21]. Le génome atteint
alors le plus bas niveau physiologique de méthylation, avec environ
6 % de CpG méthylés. Certaines régions spécifiques du génome se
déméthylent plus lentement, tels que les génes de la lignée germinale
(germline genes), les séquences répétées et les régions de contrdle
des génes soumis G empreinte parentale [22,23]. La résistance des
germline genes a la déméthylation est importante pour éviter une
entrée précoce en méiose. La déméthylation se produit principalement
par dilution passive lors des divisions cellulaires, mais TET1 pourrait
aussi participer a la déméthylation active de quelques genes clés de
la différenciation germinale tardive et a la déméthylation globale
du génome [22]. A contre-courant, certains éléments transposables,
«jeunes » en terme d’évolution, échappent a la reprogrammation,
et restent méthylés chez la souris et chez I’homme, vraisemblable-
ment pour préserver I'intégrité du génome contre leur activité. Cette
résistance a la reprogrammation peut étre en partie expliquée par la
présence de la marque répressive H3K9me3 a proximité de ces élé-
ments [24,25].

La dynamique des marques des histones pendant cette période a été
étudiée récemment, a I'échelle du génome, grace a des techniques
d’immuno-précipitation de la chromatine sur faible quantité. Les cel-
lules germinales primordiales subissent une perte globale de H3K9me?
entre €8,5 et £9,5, et une forte accumulation de H3K27me3 a partir
de €11,5. Un grand nombre de pics H3K27me3 et H3KIme3 sont dif-
férents dans les cellules germinales primordiales femelles et males,
démontrant I'acquisition d’un paysage chromatinien spécifique au
sexe [26]. De plus, dans les cellules germinales primordiales femelles,
les génes du chromosome X inactif sont réactivés progressivement a
partir de €10,5 [27]. Ainsi, cette réinitialisation de I’épigénome des
futurs gametes pourrait avoir plusieurs finalités non exclusives : 1)
I’activation des génes de la lignée germinale ; 2) la mise en place de
’empreinte génomique parentale en fonction du sexe de I'individu;
et 3) I'effacement de mutations épigénétiques (ou épimutations)
acquises, limitant leur transmission & la descendance (Figure 2).

LUempreinte génomique parentale

Définition et découverte

Les génes soumis a empreinte génomique parentale se définissent
par une expression mono-allélique en fonction de I’origine parentale,
c’est-a-dire qu'un géne sera exprimé de fagcon mono-allélique soit
uniquement a partir de I’allele maternel, soit uniquement a partir de
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I'allele paternel. Ce déterminisme allélique est controlé
par la méthylation de PADN, différentiellement héritée
des génomes parentaux. Les genes soumis a empreinte
parentale contiennent des motifs nucléotidiques de
recrutement pour les protéines a doigt de zinc de la
famille des KZFP (Kruppel-associated box (KRAB)-
associated zinc finger proteins), sensibles a la méthy-
lation de leur site de liaison. Cette caractéristique des
geénes soumis a empreinte parentale est nécessaire
mais non suffisante pour les caractériser. Les motifs
de recrutement pour les KZFP sont importants dans la
transmission intergénérationnelle de I’empreinte, pour
protéger la méthylation de I’ADN héritée des génomes
parentaux (voir plus loin, le cycle de Iempreinte).
Ainsi, bien que I’empreinte dépende d’une régulation
épigénétique, via la méthylation de ’ADN héritée des
gametes, elle a finalement aussi un déterminisme géné-
tique pour pouvoir &tre préservée dans I’embryon [28].
€n effet, I’empreinte parentale canonique se maintient
tout au long de la vie, quel que soit le sexe de I'individu.
Ce processus concerne environ 140 genes, soit environ
0,5 % des genes annotés dans le génome.

Uempreinte génomique parentale célébre les quarante
ans de sa découverte cette année. €n 1984, deux labo-
ratoires indépendants, ceux de Azim Surani et Davor
Solter, réalisent des expériences de transfert nucléaire
dans des embryons murins pour étudier la contribution
parentale au génome de ’embryon [29,30]. Dans un ceuf
fécondé énucléé de souris, les équipes transferent deux
pronucleus, soit paternels, soit maternels, ou des deux
origines, pour générer respectivement des embryons
uniparentaux androgénotes? et gynogénotes®, et des
embryons biparentaux (comme contrdles) (Figure 34).
Contrairement aux embryons ayant regu un pronoyau
mdle et un pronoyau femelle, qui se développent nor-
malement jusqu’a terme, les produits de conception
(embryon et annexes extraembryonnaires) gynogénotes
et androgénotes sont plus petits et dégénerent en
milieu de gestation [5]. étonnamment donc, malgré
leur diploidie et leur contenu génétique identique
(Pexpérience étant réalisée sur une lignée de souris
consanguine), ces embryons ne sont pas viables, et pré-
sentent de plus des phénotypes en miroir suivant "ori-
gine parentale (Figure 34) : I’embryon gynogénote a un
développement relativement normal mais son tropho-
blaste est atrophié, tandis que ’embryon androgénote
est trés retardé avec un trophoblaste hyperplasique.
Surani et Solter en conclueront que les deux génomes

? €mbryon androgénote : embryon se développant a partir d’un ceuf contenant deux
pronucleus paternels.
¥ Embryon gynogénote: embryon se développant & partir d’un ceuf contenant deux
pronucleus maternels.
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parentaux ne sont pas équivalents : ils portent une « empreinte » spé-
cifique au sexe du parent donneur. Ainsi, la combinaison des génomes
maternel et paternel via la reproduction sexuée est nécessaire pour le
développement d’un embryon, en jouant des rdles complémentaires
dans les tissus embryonnaires et extraembryonnaires.

Par la suite, Bruce Cattanach étudia un grand nombre de transloca-
tions réciproques chez la souris, générant des régions chromosomiques
uniquement maternelles ou paternelles [31]. Ce panel de disomies
uniparentales permit a Bruce Cattanach de cartographier des régions
dont les effets phénotypiques, notamment sur la viabilité et la crois-
sance, dépendent de I’origine parentale. €n 1991, les premiers génes
soumis @ empreinte parentale sont décrits : Igf2R, H19 et Igf2. Le
phénotype de leur invalidation peut donc étre étudié en fonction de
I’origine parentale de la délétion dans des modéles murins [5]. Les
années suivantes ont été marquées par la découverte de nombreux
locus soumis a empreinte parentale, étudiés grace a des modeéles
d’invalidation génique chez la souris. De nombreux génes soumis a
I’empreinte ont également été découverts chez I’homme, a travers
I’étude des maladies a effet parental associées [32,33]. Enfin, il est
rapidement apparu que ce phénomene de non-équivalence fonction-
nelle parentale était lié a des profils asymétriques de méthylation
transmis par le spermatozoide et par I'ovocyte.

Le cycle de I’empreinte

Le cycle de I’empreinte parentale recouvre les phases successives
d’effacement et d’établissement a chaque génération pour que les
gameétes transmettent uniquement les marques en adéquation avec le
sexe de I'individu et non celles héritées des parents. Ainsi, "empreinte
parentale dans sa forme canonique est apposée via la méthylation
de ’ADN lors de la gamétogenese male et femelle sous I'action de
DNMT3A, stimulée par DNMT3L (Figure 2) [5,34]. Les profils de méthy-
lation des gamétes parentaux sont globalement différents, ainsi que
leur dynamique d’établissement lors de la gamétogeneése dans les deux
sexes. La méthylation du génome du futur spermatozoide est acquise
avant la naissance, dans les prospermatogonies qui sont issues des
PGC, et affecte globalement tout le génome, atteignant 80 % de CpG
méthylés. Le génome maternel est quant a lui méthylé apres la nais-
sance dans les ovocytes en phase de croissance, principalement dans
le corps des genes qui sont exprimés dans I’ovocyte, cumulant environ
55 % de CpG méthylés. Ces profils contrastés entre spermatozoide et
ovocyte générent de multiples régions de méthylation différentielle
(DMR pour differentially methylated region), qui sont transmises par
les gametes a la génération suivante.

Cependant, I’embryon subit une reprogrammation globale de son épi-
génome, incluant une déméthylation de I’ADN apres la fécondation
(Figure 3B). €n conséquence, alors que de multiples DMR sont héritées,
la reprogrammation épigénétique permet d’effacer ces différences
parentales dans I’embryon, a I'exception des régions soumises a
I’empreinte, ciblées par des mécanismes de protection qui leur per-
mettent de conserver la mémoire des profils alléliques de méthylation
parentale (Figure 3B). Le seul mécanisme connu permettant de proté-
ger I'empreinte de la reprogrammation repose sur le recrutement de
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facteurs de liaison a la chromatine qui vont protéger la
méthylation des CpG au niveau des locus soumis a I’em-
preinte lors de la déméthylation globale du génome. Les
protéines a doigt de zinc ZFP57 et ZFP445 reconnaissent
leur séquence nucléotidique de référence uniquement
lorsqu’elle est méthylée [5]. Ces KZFP permettent le
recrutement du répresseur KAP1 (KRAB-associated co-
repressor) qui favorise la triméthylation de H3K9me3
(via SETDBI), et de DNMTI et UHRF1 sur les régions régu-
latrices méthylées des locus soumis & empreinte [35].
La présence de DNMTI et UHRFI est requise pour le main-
tien de la méthylation, alors que le reste des génomes
parentaux est déméthylé. Pour conserver I’asymétrie de
méthylation entre les alleles parentaux, I'allele hérité
non méthylé doit aussi étre protégé de la reméthylation
du génome qui a lieu dans I’épiblaste apres implanta-
tion. La présence des marques bivalentes H3K4me3 et
H3K27me3 au niveau de P'alléle non méthylé pourrait
jouer ce rdole de protection mais le mécanisme reste
encore peu caractérisé (Figure 1B et Figure 3B) [36]. Les
marques de méthylation liées a I’empreinte sont ensuite
lues dans le placenta et les lignages somatiques. Dans
les PGC, ’empreinte est effacée afin de réapposer une
nouvelle empreinte, spécifique au sexe de I’individu
pour sa propre descendance. Il existe donc un cycle
crucial d’effacement et de réapposition dans la lignée
germinale, de protection dans I"embryon préimplanta-
toire, puis de lecture des marques permettant I’expres-
sion mono-allélique des génes soumis a empreinte, en
fonction de leur origine parentale.

Mécanismes de régulation des génes soumis a
I’empreinte parentale

Les génes soumis G empreinte sont communément
regroupés en grands domaines chromosomiques, régu-
[és par une ou plusieurs DMR. Ces DMR peuvent étre de
deux types : les DMR gamétiques, méthylées lors de la
gamétogenese, et qui peuvent se comporter comme des
centres de contrdle de I’empreinte (ICR pour imprinting
control region), et des DMR somatiques, acquises au
cours du développement de I'individu. Les ICR peuvent
contrdler "expression mono-allélique de tous les génes
soumis a ’empreinte d’un locus, a plusieurs kilobases
de distance. Toutes les ICR connues a ce jour sont des
DMR gamétiques, avec un réle prédominant du génome
maternel : chez la souris, la méthylation de 18 ICR sur
les 21 répertoriées est acquise dans |'ovocyte contre
seulement 3 dans le spermatozoide. Ainsi, la régulation
des locus soumis @ I’empreinte parentale concerne des
génes en clusters, contrdlés par une ICR porteuse de
la méthylation différentielle parentale. Elle implique
de plus un contrdle par les marques d’histones et par
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 Figure 3. Découverte, cycle et mécanisme de I’empreinte parentale. A. Découverte de I'empreinte parentale par des expériences de transferts

nucléaires. lllustration d’embryons et annexes extra-embryonnaires androgénotes, avec deux copies de génome paternel, ou gynogénotes, avec

deux copies de génome maternel. (lllustrations des embryons avec la courtoisie du Prof M. Azim Surani). M : pronoyau maternel ; P : pronoyau

paternel. B. Protection spécifique des locus soumis a I’empreinte parentale lors de la déméthylation globale du génome, juste apreés la féconda-

tion. Représentation de la méthylation de I’ADN héritée du spermatozoide en haut (vert) et de I"ovocyte en bas (orange). C. Exemple de la régula-

tion d’un locus soumis a I’empreinte parentale, Igf2-H19, localisé sur le chromosome 7 de la souris. Le gene Igf2 est exprimé uniquement a partir de

I'alléle paternel et le géne H19 uniquement & partir de I’alléle maternel. La région de contrdle de I"empreinte (ICR) correspond a une région diffé-

rentiellement méthylée entre les deux alléles parentaux, transmise méthylée uniquement dans le génome paternel. En absence de méthylation sur

I"ICR, la protéine insulatrice CTCF se fixe sur I'allele maternel et permet aux boucles de chromatine formées d’isoler le géne Igf2 de ses enhancers.

Sur I’allele paternel, ces enhancers peuvent contacter le gene Igf2, en absence de CTCF.

des ARN non codants, ainsi que par des protéines insulatrices de la
chromatine, telles que CTCF (CCCTC-binding factor), responsables de
la formation de boucles de chromatine entre enhancers et promoteurs.
Un des mécanismes les mieux disséqués concerne le locus HI19-
Igf2, soumis & une empreinte paternelle (Figure 3C) [37]. Le géne
HI9 produit un ARN non codant exprimé pendant le développement
embryonaire, exclusivement a partir de I’allele maternel. Son voisin,
le géne Igf2 (insulin-like growth factor 2), code un facteur de crois-
sance exprimé uniquement & partir de I’alléle paternel [38-40]. L'ICR
du locus H19-1gf2 se situe a environ 2 a 4 kb en amont du gene H19,
possede plusieurs sites de fixation pour la protéine insulatrice CTCF, et
porte une méthylation héritée du spermatozoide. CTCF, qui est sensible
a la méthylation de ’ADN, ne peut donc se fixer que sur I’alléle mater-
nel déméthylé, isolant ainsi les séquences enhancers des promoteurs
d’lgf2, et les rendant disponibles pour le promoteur d’HI9. De plus,
’ARN non codant HI9 joue le rdle de plateforme de recrutement de
répresseurs transcriptionnels de Igf2 en cis. Ceci permet d’aboutir a
une expression de H19 exclusive sur 'allele maternel. Sur 'allele pater-
nel, en absence de CTCF, les enhancers peuvent contacter les séquences
promotrices d’/gf2, permettant son expression tandis que le promoteur
d’HI19 se retrouve méthylé. Ces différents acteurs permettent la régu-
lation fine et souvent complexe de nombreux locus soumis @ empreinte,
bien que chaque cluster semble dépendre de mécanismes propres.

Syndromes humains liés a I’empreinte parentale

Au cours du développement, les génes régulés par "'empreinte paren-
tale sont nécessaires pour la croissance de I’embryon et du nou-
veau-né, et le développement du placenta. Ces génes sont également
exprimés au cours de la vie adulte et ont des fonctions trés impor-
tantes pour le cerveau, comme la neurogenése, le sommeil, le rythme
circadien, la mémoire, ainsi que certains comportements sociaux et
de soins maternels, tels que I’allaitement. Chez I’lhomme, des défauts
génétiques de certains locus soumis a I’empreinte se traduisent par
des syndromes lourds et opposés selon I'origine parentale de I’alléle
touché. Les principales causes de maladie sont dues a des disomies
uniparentales, et des pertes d’empreinte dues a des mutations géné-
tiques ou a des épimutations (Tableau /).

Le locus HI19-1GF2 localisé sur le chromosome 11 humain est associé
aux syndromes développementaux de Beckwith-Wiedemann et de Sil-
ver-Russell [41]. Le syndrome de Beckwith-Wiedemann entraine une
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surcroissance prénatale et/ou postnatale, une hyper-
trophie de la langue, des défauts de la paroi abdomi-
nale, une surcroissance du placenta et une prédisposi-
tion a des tumeurs embryonnaires. Il existe de nombreux
défauts moléculaires, comme des disomies parentales
paternelles, c’est-a-dire la présence des deux copies
du chromosome 11 paternel, conduisant a une absence
d’expression de H19 et une double dose d’/GF2. Ces diso-
mies sont détectées chez 20 % des patients. Il existe
également des cas de gain de méthylation de Iallele
maternel dans 5 a 10 % des cas (épimutation). Cette
situation conduit également @ une surexpression d’/GF2
pendant le développement embryonnaire, entrainant
une croissance excessive généralisée.

Contrairement au syndrome de Beckwith-Wiedemann,
le syndrome de Silver-Russell est associé a un retard
de croissance. Ce syndrome est causé par un taux d’ex-
pression d’IGF2 trop bas. Pour plus de 50 % des patients
souffrant de ce syndrome, une perte de la méthylation
est constatée sur I’alléle paternel de 'ICR d’H1Y, ce qui
bloque 'expression d’/GF2 et conduit @ une expression
biallelique de H19 [42]. Il existe de nombreuses autres
maladies associées a des genes soumis a I"empreinte
parentale (Tableau I), illustrant I"importance de ce
mécanisme de régulation épigénétique pour le dévelop-
pement embryonnaire mais également postnatal.

De nouvelles formes d’empreinte parentale

non canonique

Les genes soumis a empreinte parentale canonique se
caractérisent par une méthylation ubiquitaire portée
par une ICR, et une expression mono-allélique des génes
associés dans tous les tissus (ol ils sont exprimés) et
tout au long de la vie. Cependant, les genes soumis a
empreinte les plus récemment mis en évidence montrent
souvent une forme non canonique d’empreinte, avec
des ICR moins robustes, qui ne conservent la méthyla-
tion différentielle héritée des gametes parentaux que
sur une courte période développementale ou dans un
tissu spécifique. Ces ICR sont sujettes a regagner de la



Syndromes humains Localisation
Diabeéte néonatal
. } 6q24
transitoire sucré type 1
Syndrome Birk-Barel 8q24
Syndrome IMAGE 11p15-4
Syndrome Beckwith-
: 11p15-5
Wiedemann
Syndrome Silver-Russell 11p156-5
Syndrome Kagami-Ogata  14q32
Syndrome Temple 14q32
Syndrome Angelman 15q11-13
Syndrome Prader-Willi 15q11-13
Puberté précoce 15q11-2
Syndrome Schaaf-Yang 15q11-2
Disomie uniparentale
maternelle du 20
chromosome 20
Pseudo-
hypoparathyroidisme 20q13-3
type la
Pseudo-
hypoparathyroidisme 20q13-3
type 1b
Hétéroplasie ossifiante
20q13-32

progressive

Caractéristiques principales

Hyperglycémie néonatale, retard de croissance in utero,
langue élargie, hernie ombilicale, diabete de type 2
ou gestationnelle.

Hypotonie néonatale sévere, fente palatine, retard
de développement, déficience intellectuelle.

Retard de croissance in utero, dysplasie métaphysaire,
hypoplasie surrénale congénitale, anomalies génitales.

Surcroissance, langue élargie, défauts de la paroi abdominale,
prédisposition a des tumeurs embryonnaires, microcéphalie,
hypoglycémie, déficience intellectuelle sévere, troubles graves
de la parole, trouble de la coordination.

Dysmorphisme, retard de croissance, macrocéphalie,
hypoglycémie, difficultés a s’alimenter, masse musculaire
faible, puberté précoce, résistance a 'insuline a I’age adulte.

Dysmorphie, placentomégalie, macrosomie néonatale,
surcroissance, hypotonie, retard de développement,
déficience intellectuelle.

Retard de croissance, petite taille, puberté précoce,
hypotonie, retard moteur, relachement articulaire, obésité.

Retard de développement, microcéphalie, déficience
intellectuelle sévere, parole absente ou limitée, trouble
de la coordination, trouble du sommeil.

Retard de développement, petite taille, obésité,
hypogonadisme, déficience cognitive, hypotonie, motilité
spontanée réduite, hypothermie et absence de réponse
fébrile.

Activation prématurée de 'axe reproducteur.

Hypotonie néonatale, retard de développement, déficience
intellectuelle, hypogonadisme, comportement autistique,
contractures articulations.

Retard de croissance in utero, petite taille, difficultés
alimentaires, retard de croissance.

Dysmorphisme, obésité, cognitif déficience, résistance

des organes a ’hormone parathyroidienne entrainant
hypocalcémie et hyperphosphatémie, rachitisme,
ostéodystrophie héréditaire d’Albright, résistance générale
aux autres hormones

Résistance des organes terminaux a I’hormone
parathyroidienne entrainant hypocalcémie et
hyperphosphatémie, résistance occasionnelle a I’hormone
thyroidienne.

Formation d’os hétérotopique avec ossification cutanée et
sous-cutanée.

Origines
Surexpression, disomie uniparentale

paternelle, duplication paternelle, perte
de la méthylation dans les DMR.

Mutation maternelle.

Mutation maternelle.

Disomie uniparentale paternelle, duplication
paternelle, gain/perte de méthylation dans
les DMR, réarrangements chromosomiques,
mutations.

Disomie uniparentale maternelle, duplication
maternalle, perte / gain de méthylation
dans les DMR, réarrangements
chromosomiques, mutations.

Disomie uniparentale paternelle, délétion
maternelle, gain de méthylation dans

les DMR.

Disomie uniparentale maternelle, délétion
paternelle, perte de méthylation dans

les DMR.

Disomie uniparentale paternelle, délétion
maternelle, défaut d’empreinte.

Disomie uniparentale maternelle, délétion
paternelle, défaut d’empreinte.

Mutation paternelle avec perte de fonction.

Mutations paternelles.

Disomie uniparentale maternelle
du chromosome 20.

Mutations maternelles.

Disomie uniparentale paternelle
du chromosome 20, perte de la méthylation
maternelle.

Mutations paternelles.

Tableau I. Les syndromes humains liés a des défauts génétiques et/ou épigénétiques dans des locus soumis a I’empreinte parentale. Ce Tableau décrit les

principaux syndromes humains liés a des genes soumis a I’empreinte parentale avec leur localisation chromosomique, leurs principales caractéristiques

et leurs origines épigénétiques et génétiques.
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méthylation sur I'allele initialement hérité avec un état non méthylé.
Cependant, pour les formes transitoires qui n’existent qu’au début du
développement embryonnaire, I’effet de I’empreinte parentale peut
perdurer, comme démontré pour le locus Zdbf2 (zinc finger DBF-type
containing 2) [43]. LUICR de ce locus est méthylée maternellement,
conduisant a I’expression mono-allélique paternel d’un transcript
alternatif de Zdbf2, uniquement pendant le développement préimplan-
tatoire. Bien que I'ICR disparaisse a I'implantation par reméthylation
de I'allele paternel, cette breve empreinte est nécessaire et suffisante
pour programmer I’expression mono-allélique de Zdbf2 aprés la nais-
sance dans "axe hypothalamo-hypophysaire, régulant la prise alimen-
taire et la croissance du nouveau-né chez la souris [44].

Récemment, en 2017, une nouvelle forme d’empreinte parentale non
canonique a été découverte, dans laquelle la marque gamétique
n’est pas dépendante de la méthylation de I’ADN, mais de la marque
H3K27me3, héritée systématiquement de Iovocyte. €n effet, le pay-
sage chromatinien de "ovocyte se distingue par de larges domaines de
H3K27me3, qui sont transmis au zygote et persistent durant le dévelop-
pement préimplantatoire, conduisant a une asymétrie avec le génome
paternel. Les 76 génes répertoriés dans ces domaines de H3K27me3
maternels sont exprimés transitoirement de fagcon mono-allélique
paternelle [6]. Cependant, I’enrichissement maternel asymétrique en
H3K27me3 subit une dilution dans les cellules de la masse interne. Il
n’est plus détectable dans I’épiblaste de I’embryon post-implantoire
a €6,5, mais perdure pour quelques rares genes dans le placenta et
semble important pour le développement de ce tissu [45,46].

Conclusion

La reprogrammation épigénétique désigne le processus par lequel les
marques de la chromatine, telles que la méthylation de I’ADN et les
modifications des histones, sont effacées et/ou redistribuées, per-
mettant de faire « table rase » de I’épigénome d’une cellule. Durant le
développement, la reprogrammation épigénétique accompagne "orga-
nisation du génome de I’embryon. Elle est également cruciale pour la
formation de gamétes fonctionnels, débarrassés des éventuelles épi-
mutations acquises au cours du développement et dotés de marques
chromatiniennes spécifiques au sexe, nécessaires au développement
de la génération suivante. €n effet, la réinitialisation de I’empreinte
parentale est indispensable au développement du futur embryon qui
est compromis en I’absence de ce contrdle épigénétique parental,
dans ses formes canonique ou non canoniques. Récemment, en plus
de la méthylation de I’ADN, la transmission de la marque H3K27me3
par I’ovocyte a été montrée comme essentielle pour la génération
suivante. D’autres marques épigénétiques sont probablement impli-
quées dans la transmission intergénérationnelle d’informations, et leur
identification constitue un terrain important de la recherche dans ce
domaine.

Comprendre les mécanismes impliqués dans la reprogrammation est
vital, car ils influencent non seulement le développement normal mais
également la santé des descendants. La capacité a reprogrammer
un noyau somatique a également révolutionné notre compréhension
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du développement, de la biologie et de I’avenir de la
médecine. €n effet, les premiers clonages animaux
ont été réalisés grace au principe de reprogrammation
d’un noyau d’une cellule différenciée. La possibilité de
dédifférencier des cellules de patients en iPSC permet
de contourner les risques de rejet et ouvre un trés grand
nombre d’applications médicales. Les recherches sur la
lignée germinale sont également cruciales pour mieux
comprendre les interactions entre reprogrammation
épigénétique, fertilité et syndromes développementaux.
La reprogrammation épigénétique est un domaine fas-
cinant de la biologie, fondamentale et appliquée, qui
n’a pas encore révélé tous ses rouages. ¢

SUMMARY

Epigenetic reprogramming, germline and genomic
imprinting

The memory of cellular identity is crucial for the cor-
rect development of an individual and is maintained
throughout life by the epigenome. Chromatin marks,
such as DNA methylation and histone modifications,
ensure the stability of gene expression programmes
over time and through cell division. Loss of these marks
can lead to severe pathologies, including cancer and
developmental syndromes. However, reprogramming of
cellular identity is also a natural phenomenon that
occurs early in mammalian development, particularly in
the germ line, which enables the production of mature
and functional gametes. The germ line transmits genetic
and epigenetic information to the next generation, con-
tributing to the survival of the species. Primordial germ
cells (PGCs) undergo extensive chromatin remodelling,
including global DNA demethylation and erasure of the
parental imprints. This review introduces the concept of
epigenetic reprogramming, its discovery and key steps,
as well as the transcriptional and chromatin changes
that accompany germ cell formation in mice. Finally, we
discuss the epigenetic mechanisms of genomic imprint-
ing, its discovery, regulation and relevance to human
disease. ¢
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