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Introduction

HELENE JAMMES, STEPHANE MAURY, PIERRE BOUDRY

Pourquoi I'épigénétique? A quel public est destiné cet ouvrage? Avec qui se lancer
dans cette aventure ?

Répondre a la premiére question, c’était faire la constatation que 1épigénétique est a
la fois un champ de recherche scientifique qui mobilise de trés nombreux chercheurs
a l'échelle mondiale et qui génére une littérature foisonnante!); une discipline qui fait
la une du magazine américain Time, objet de chroniques sur France Inter ou dans le
journal Le Monde, et d'une série démissions sur France Culture; un argument publici-
taire pour l'industrie cosmétique ou qui suscite un intérét pour les vendeurs de bien-étre
acquis par un contrdle de ses genes, pour tous ceux en quéte de qualité de vie. Il y avait
donc clairement utilité et intérét dexprimer, dans ce paysage plus ou moins médiatisé,
le point de vue des scientifiques, afin de mettre a disposition de la curiosité des lecteurs
des faits expérimentaux, des hypothéses validées et les derniéres connaissances acquises.

Dans cet ouvrage, Iépigénétique est entendue, sous sa définition contemporaine,
comme la science des molécules et des mécanismes impliqués dans l'architecture de
la chromatine et responsables de la régulation de l'expression des génes sans modi-
fication de la séquence de 'ADN génomique nucléaire (Cavalli et Heard, 2019)
Autrement dit, est présenté ici un ensemble de connaissances et de résultats d’études
focalisées sur des molécules et des mécanismes intervenant au sein du noyau des orga-
nismes eucaryotes, pour piloter des états alternatifs de 'expression des génes dans un
contexte de séquences ADN identiques. Informer sur épigénétique, c'est décrire la
complexité et la diversité des mécanismes en jeu au sein du monde vivant dans diffé-
rents processus biologiques, avec autant de rigueur que possible, en s’affranchissant
de toute simplification abusive mais en essayant de les rendre compréhensibles a un
large lectorat. Nous avons pensé en priorité aux étudiants, mais aussi aux enseignants,
aux chercheurs dans différents domaines et a un public plus large volontaire pour
apprendre encore et toujours.

1. Plus de 135685 publications scientifiques référencées dans la base données PubMed du National Insti-
tutes of Health depuis 1958.
2. Advances in epigenetics link genetics to the environment and disease, Nature. 2019, 571(7766):489-499.
doi: 10.1038/s41586-019-1411-0. En anglais, la définition énoncée par Giacomo Cavalli et Edith Heard est :
“The study of molecules and mechanisms that can perpetuate alternative gene activity states in the context
of the same DNA sequence’.
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La coordination de cet ouvrage est issue de la rencontre entre des biologistes d’hori-
zons divers : une biologiste de la reproduction animale et épigénétique, un spécialiste
de la physiologie et de 1épigénétique des plantes, et un généticien de l'aquaculture.
Tous trois sont animés par une vision commune et fédératrice de l'épigénétique :
moléculaire, dynamique, héritable, impliquée dans le maintien de l'identité cellulaire
et la mémorisation de l'environnement a court et a long termes, apres disparition du
stimulus initial. Au vu de l'importance de I'épigénétique dans de multiples domaines de
la biologie, étre exhaustif était une tache impossible : nous avons donc fait des choix.
Au gré de la construction des chapitres, nous avons balayé la diversité du vivant avec
quelques exemples chez 'homme, tout en favorisant des exemples chez des animaux
délevage, terrestres et aquatiques, chez des invertébrés et chez des plantes. Dans cet
ouvrage, la place de Iépigénétique dans la compréhension des mécanismes molécu-
laires a l'origine de pathologies humaines (cancers, diabete, I'obésité, etc.) n'est donc
évoquée que ponctuellement.

II a fallu aussi des rencontres : de celles que chacun a pu faire au cours de sa carriére,
de celles qui construisent, qui aident a réfléchir, a prendre du recul, qui sortent du
rang. Nous aurions aimé citer ici quelques noms, les plus emblématiques pour chacun
de nous. Il nous est néanmoins trop difficile de faire un choix, ils resteront anonymes.
Que chacun soit remercié ici.

Contactés par les éditions Quee pour réaliser cette aventure, nous avons construit cet
ouvrage en associant diverses histoires, a la facon d’'un recueil de nouvelles, rédigées
indépendamment mais coordonnées et harmonisées. Chaque chapitre reste néan-
moins sous la responsabilité des auteurs qui ont tenu a illustrer les multiples facons
d’appréhender le champ d’investigation offert par I'épigénétique. « Définir 'épigéné-
tique » nous a semblé étre la porte d’entrée. Les deux premiers chapitres s’y attellent.
Dans le premier, le point de vue d’une philosophe et historienne des sciences évoque
I'émergence des concepts au cours du temps, leurs oppositions et leurs complé-
mentarités. Le second chapitre retrace l'histoire des découvertes et des preuves
expérimentales qui ont jeté les bases moléculaires des connaissances d’aujourd’hui
et abouti aux mécanismes d’action communément acceptés. Les cinq chapitres
suivants retracent la compréhension que nous avons, aprés de nombreuses années
de recherche expérimentale, des processus fondamentaux, nécessaires pour assurer
le développement des individus des les premiéres phases de leur vie. La diversité
des mécanismes y est décrite, les processus se déclinant aussi bien chez les animaux
que chez les plantes. Le huitieme chapitre méle modeles mathématiques et données
moléculaires épigénétiques et présente la notion d’«horloge épigénétique », redéfi-
nissant le vieillissement chez de nombreuses espéces animales. Les deux chapitres
suivants détaillent la contribution des mécanismes épigénétiques dans la compré-
hension des relations entre hote et agents pathogenes et dans la réponse a long
terme quelles peuvent générer, que ce soit chez des invertébrés ou chez les plantes.
Y sont aussi décrits les développements possibles pour le futur. Le onzieme chapitre
évoque la contribution de I'épigénétique chez les poissons, organismes particulie-
rement exposés aux modifications de leur milieu de vie (qualité de l'eau, nutrition,
température, etc.). Enfin, le dernier chapitre présente les possibilités de modifi-
cations de I'épigénome de maniére ciblée et controlée; loin de clore cet ouvrage,
il ouvre I'horizon vers le champ des possibles.
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Introduction

Les recherches en épigénétique, comme pour toute la biologie, avancent a grands pas,
les technologies développées étant de plus en plus performantes. De plus en plus de
données sont générées et intégrées, de nouvelles hypothéses et de nouveaux modeéles
sont proposés, testés, validés ou infirmés. Les connaissances en épigénétique restent
un gigantesque puzzle dont les piéces minuscules, petites briques de savoir de plus
en plus nombreuses, s'assemblent progressivement. L'épigénétique n'est qu'une des
multiples facettes de la biologie, dont les mécanismes ont été explorés ces dernieres
décennies. La réside tout le défi de cet ouvrage : présenter, expliquer, illustrer, donner
des clés de compréhension. Cest avec cette ambition que nous nous sommes mis a
l'ouvrage et espérons avoir atteint notre objectif.
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Chapitre 1

Epigénétique, un mot dans 'histoire
des sciences

GAELLE PONTAROTTI

Renvoyant a ce qui se situe autour ou sur le géne, le concept d’épigénétique fait l'objet
de nombreuses définitions dans différents champs de recherche. Les travaux conduits
en épigénétique annonceraient par ailleurs la disgrace des approches relevant du
«tout génétique », et induiraient une véritable révolution dans nos conceptions sur
le développement, 'hérédité et I'évolution. Dans ce contexte, on peut se demander
si Iépigénétique est un mot comme un autre dans I'histoire des sciences, un concept
pouvant désigner un ensemble circonscrit de phénomenes, ou si ce terme s’apparente
plutot a une question ouverte, a I'image de l'activité scientifique elle-méme.

Dans un premier temps, il s’agira de revenir sur l'histoire du concept d’épigénétique
et sur 'évolution des définitions qui en ont été proposées. Ce bref apercu historique
permettra de mettre en évidence que 'épigénétique s’est fondamentalement présentée,
au fil du temps, comme une discipline complémentaire de la génétique. A la lumiére
de ce constat, il conviendra dans un second temps de dresser une cartographie des
domaines dans lesquels 'épigénétique compléte la génétique, et de revenir sur la facon
dont cette discipline met a 'honneur le role de 'environnement dans les différents
phénomenes biologiques. Enfin, la derniére partie du chapitre proposera des éléments
de réflexion sur la caractérisation du changement scientifique induit par I'épigénétique,
mais aussi sur les usages sociopolitiques des données.

» Lépigénétique, un mot qui a une histoire

Petite histoire de l'épigénétique

Les historiens des sciences s'accordent a dire que c’est dans les années 1940 que le
terme «épigénétique» a fait son apparition dans le discours scientifique. Le mot
aurait plus précisément été estampillé par Conrad Waddington (1942) pour désigner
I'étude de 'ensemble des mécanismes développementaux permettant a un génotype de
produire des phénotypes. Pour le biologiste, il s’agit alors de penser l'articulation entre
deux disciplines séparées depuis le début du xx°© siecle, a savoir 'embryologie — science
du développement — et la génétique — science de 'hérédité. Pour illustrer ses idées,
Waddington (1957) élabore la désormais célebre métaphore du paysage épigénétique.

13
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Celle-ci suggere que les différentes trajectoires développementales (représentées par
les vallées du paysage) sont faconnées par les interactions a l'ceuvre entre les génes
(représentés par des piquets sous-jacents) et leurs produits. Il convient ici de noter
que le mot «épigénétique » fait écho a la vieille théorie de I'épigenese qui, aux xviI® et
xVIII® siecles, s'oppose a celle de la préformation. La premiére propose en substance
que le développement d’'un organisme repose sur une différenciation progressive de
ses parties, alors que la seconde considére que chaque organisme est déja préformé
dans les germes parentaux.

A la fin des années 1950, David Nanney (1958) associe épigénétique et différenciation
cellulaire. Il s’agit pour lui de comprendre comment des cellules abritant les mémes génes
peuvent se différencier au fil du temps, devenir par exemple des neurones, des hépa-
tocytes, des lymphocytes ou encore des fibroblastes. Nanney décrit deux systémes de
controle cellulaire a I'ceuvre dans le développement : le systéme génétique et le systéeme
épigénétique. Le systéme génétique désigne les mécanismes de réplication basés sur
un modele et permettant le maintien d'une bibliotheque de spécificités. Le systéme
épigénétique renvoie quant a lui aux mécanismes auxiliaires déterminant quelles spéci-
ficités doivent étre exprimées dans les cellules. D’autres biologistes participent de ce
tournant cellulaire de Iépigénétique. Ils s’intéressent par exemple a I'hérédité extra-
chromosomique (et plus précisément a la transmission des mitochondries présentes
dans le cytoplasme), ainsi qu'a la transmission des états fonctionnels du noyau a travers
les divisions cellulaires (pour une analyse plus compléte, voir Haig, 2004).

Dans les années 1970, I'épigénétique tend a devenir moléculaire (voir chapitre 2).
Des scientifiques enquétent alors sur 'implication des histones (protéines constitu-
tives de la chromatine) dans la régulation de la syntheése de TARN et commencent
a décrire les modifications post-traductionnelles de ces histones (Allfrey et Mirsky,
1964). D’autres étudient le role de la méthylation de 'ADN dans la régulation de
l'expression des genes, en particulier dans le cadre des premiers travaux sur l'inactiva-
tion du chromosome X chez les mammiféres femelles (Riggs, 1975; voir chapitre 3).
Dans la continuité de ces recherches, les biologistes contemporains étudient aussi
lactivité des petits ARN non codants (voir chapitre 2). Ils tentent plus généralement
d’appréhender l'ensemble des marques épigénétiques et leurs interactions a 'échelle
du génome entier. On parle alors d’épigénomique.

Peut-on distinguer deux épigénétiques ?

Ce bref parcours historique permet d’apercevoir que les études relevant de 1’épigé-
nétique se sont intéressées a différentes échelles d'analyse, allant des organismes aux
molécules, en passant par les cellules. La question est alors de savoir s'il existe un lien
entre ces travaux, ou si les spécialistes ont, au fil du temps, employé un méme terme
pour désigner plusieurs domaines de recherche. En dautres termes, épigénétique
a-t-elle historiquement constitué un champ d’étude unifié?

Au premier abord, toutes les études mentionnées, méme si elles se focalisent sur des
échelles diverses, interrogent le méme processus, a savoir lontogenése, c'est-a-dire
le développement progressif d'un organisme depuis sa conception jusqua sa forme
mature. De ce point de vue, tous les travaux relevant de 'épigénétique auraient affronté
le probléeme du développement, mais a différents niveaux, sachant que le processus
par lequel un organisme adulte est progressivement produit, a partir de l'ceuf fécondé,
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implique un phénomene de différenciation cellulaire par la régulation de l'expression
des genes (Nicoglou et Merlin, 2017). En d’autres termes, 'épigénétique aurait toujours
désigné « l'étude analytique du développement individuel (ontogenése) avec son
probléme central de la différenciation cellulaire » (Huxley, 1957, cité par Haig, 2004).

Toutefois, il est également possible de penser une séparation plus nette entre deux
conceptions de I'épigénétique. Il s’agit alors de distinguer «deux usages historiques
[...] correspondant a des contextes scientifiques treés différents» (Morange 2005),
ou encore deux origines de I'épigénétique (Haig, 2004). La premiere conception de
I'épigénétique, qui peut étre rattachée a la figure tutélaire de Waddington, s’intéresse
au développement en général; la seconde, pouvant étre associée au nom de Nanney,
traite avant tout le probleme de la différenciation cellulaire, du contréle de I'expression
des génes. Dans une veine similaire, quoique légerement différente, une distinction
pourrait étre établie entre une épigénétique systémique d'une part, et une épigéné-
tique moléculaire et réductionniste, d’autre part (Baedke, 2018). La premiére, étudiant
des réseaux de geénes, serait notamment a I'ceuvre dans la biologie des cellules souches.
La seconde, s'intéressant aux facteurs non génétiques impliqués dans les modifica-
tions héritables de la chromatine et dans la régulation génétique, partagerait des traits
majeurs avec la génétique moléculaire.

L'épigénétique mobilisée en biologie de I'évolution peut étre d’inspiration dévelop-
pementale, lorsqu’il s’agit de comprendre le role des mécanismes développementaux
dans la transformation des especes. Mais elle peut aussi étre cellulaire et moléculaire,
si les biologistes entendent surtout interroger 'existence d'une variation héritable non
génétique qui pourrait étre scrutée par la sélection naturelle (dans le contexte de la
synthese évolutive étendue?®) (Nicoglou et Merlin, 2017).

Ainsi, méme si la question commune a tous les travaux relevant de I'épigénétique
semble étre celle du développement, les échelles considérées introduisent de
la diversité dans la perception du concept qui nous intéresse et des mécanismes
auxquels il renvoie.

L'épigénétique, un concept aux nombreuses définitions

Comment, deés lors, définir I'épigénétique? Dans quelle mesure est-il possible d’en
esquisser des contours précis ? Un rapide examen de la littérature permet de constater
que les définitions sont plurielles, méme si elles semblent pouvoir étre rattachées,
pour la plupart, aux deux traditions présentées ci-dessus.

Inaugurant la tradition développementale, Waddington (1942) définit I'épigénétique
comme l'étude des processus développementaux qui permettent de produire le phéno-
type a partir du génotype. Dans la méme veine, Jablonka et Raz (2009) soutiennent que
I'épigénétique est «'étude des processus qui sous-tendent la plasticité développemen-
tale et la canalisation et qui entrainent des effets développementaux persistants a la
fois chez les procaryotes et les eucaryotes ». Dans ce contexte, 'épigénotype désigne
des processus développementaux (Waddington, 1942).

3. La synthese étendue entend dépasser et compléter la théorie synthétique de I'évolution élaborée dans les
années 1920-1950. Alors que la seconde fait la syntheése entre un groupe restreint de disciplines, notamment
la génétique mendélienne et la biologie de I’évolution néo-darwinienne, la premiére entend inclure d’autres
disciplines, comme la biologie développementale, dans les recherches des biologistes de I'évolution.
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D’autres définitions relévent davantage de la tradition cellulaire et moléculaire. Elles
présentent 1épigénétique comme «l’hérédité nucléaire qui n'est pas basée sur des
différences dans la séquence ’ADN » (Holliday, 2006) ou encore comme «1étude des
changements héritables dans les fonctions des genes a travers la mitose et/ou la méiose
qui ne peuvent pas étre expliqués par des changements dans la séquence d’ADN »*
(Riggs et al., 1996). Autrement dit, 'épigénétique renvoie ici au « contrdle de l'activité
des génes par méthylation de 'ADN ou modification des composants de la chroma-
tine» (Morange, 2005). Dans ce contexte, 'épigénotype est envisagé comme un état
fonctionnel de la cellule (Holliday, 2006).

Il est toutefois a noter qu'une articulation est possible entre 'échelle de l'organisme
et celle des molécules. Ainsi, Nicoglou et Merlin (2017) décrivent Iépigénétique
comme «l’étude de plusieurs facteurs intracellulaires qui ont un effet sur la stabi-
lité des processus développementaux a travers leur action sur les potentialités du
génome (c’est-a-dire, la susceptibilité du génome d’étre exprimé de facon différen-
tielle) ». A travers cette définition synthétique, les philosophes explicitent le rapport
implicite qui existe des le départ entre la question du développement et celle de la
différenciation cellulaire.

Notons enfin que d’autres définitions, peu rigoureuses, sécartent des cadres dévelop-
pementaux et moléculaires mentionnés ci-dessus. Ainsi, 'épigénétique peut renvoyer,
de fagon assez vague, a tout ce qui n'est pas génétique. D’aucuns ont méme affirmé
qu'elle introduit l'idée de libre arbitre dans nos conceptions de la génétique (Jirtle, cité
par E. Watters, 2006, dans la revue Discover)!

Faut-il voir dans la diversité des définitions de I'épigénétique un obstacle au progres des
connaissances? Une premiere option consiste a soutenir que la polysémie du concept
dépigénétique signale l'aspect lacunaire de nos connaissances, en cohérence avec l'idée
selon laquelle I'épigénétique, au cours de l'histoire, est toujours venue combler les insuf-
fisances de la génétique (Morange 2005; voir comme exemple I'empreinte parentale,
chapitre 4). Cependant, selon un tout autre point de vue, l'imprécision définitionnelle de
Iépigénétique pourrait étre liée au fait que le concept ne désigne pas tant des phénomenes
particuliers qu'un « champ actif de questions ouvertes », dépassant le cadre de la biologie
et nourrissant notamment les analyses des sociologues (Landecker et Panofsky, 2013).

Dans ce contexte, les différentes définitions de épigénétique ne seraient pas de nature a
obérer le progres scientifique, mais elles permettraient au contraire de le stimuler. Il est
d’ailleurs tout a fait possible de considérer que le flou d'un concept va de pair avec son
potentiel explicatif. Enfin, la polysémie du concept d’épigénétique ne semble pas consti-
tuer un frein au dialogue entre les disciplines comme la biologie moléculaire, la biologie
développementale et la sociologie. Les spécialistes appartenant a ces domaines semblent
en effet saccorder sur une définition minimale selon laquelle I'épigénétique est ce qui
permettrait d’aller «au-dela de la génétique» (Arimondo et al., 2019).

» Lépigénétique, une question transversale en biologie

‘exercice de définition, réalisé dans la partie précédente, ouvre la voie a une carto-
L
graphie des différents usages de 'épigénétique. Se calquant sur ceux de la génétique,

4. Citation en langue originale: « the study of mitotically and/or meiotically heritable changes in gene func-
tion that cannot be explained by changes in DNA sequence ».
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ces derniers sont extrémement divers. Dans chaque cas, il s’agit cependant pour les
biologistes d’aller au-dela de I'idée selon laquelle les genes® et leurs activités suffisent
a expliquer les différents phénomeénes qui se situent au coeur de linvestigation
biologique : développement, hérédité et évolution.

Dépasser le génocentrisme dans différents domaines de la biologie

Les recherches en épigénétique se déploient tout d’abord en biologie du dévelop-
pement. Dans ce domaine, la question est de savoir comment le génotype, l'ensemble
des facteurs héréditaires, permet de produire le phénotype, l'ensemble des traits
observables. Si la génétique (mendélienne puis moléculaire) a conduit a Iélaboration
de la métaphore du «programme», qui semble incarner une version moderne de la
doctrine de la préformation, 1épigénétique pourrait quant a elle fonder une nouvelle
épigenese dans laquelle l'environnement jouerait un réle plus important que précé-
demment envisagé au cours de l'ontogenése. On trouve d’ailleurs dans la littérature
I'idée de «programmation» ou de «reprogrammation» épigénétique. Faisant claire-
ment écho a la métaphore du programme génétique, celle-ci suggere que I'information
développementale ne se situe pas exclusivement dans 'TADN. Il s’agit donc, en biologie
du développement, de déterminer dans quelle mesure les marques épigénétiques parti-
cipent de la construction des trajectoires individuelles des organismes. La recherche se
joue ici principalement a I'échelle moléculaire, l'objectif étant de mieux comprendre les
chaines causales impliquées dans la régulation des genes. Plusieurs exemples connus de
variations phénotypiques sous-tendues par des marques épigénétiques sont présentés
dans la littérature : symétrie de la linaire commune, couleur de la tomate, couleur
du pelage de la souris, etc. Il est en outre établi que les marques épigénétiques sont
impliquées dans le développement de certains cancers et dans le vieillissement.

L'épigénétique modifie aussi le champ des travaux sur I'hérédité biologique. Alors
que la génétique a régné sur les recherches consacrées a la transmission des traits
pendant une large partie du xx® siécle, I'idée d'une hérédité strictement génétique est
fortement contestée depuis une quarantaine d’années. La transmission épigénétique
transgénérationnelle, ou 'hérédité épigénétique, constitue un ingrédient majeur de ce
quon appelle parfois « hérédité étendue ». La these d'une hérédité épigénétique trouve
manifestement son origine dans les définitions apparues lors de la molécularisation
de Iépigénétique, et selon lesquelles I'épigénétique désigne I'étude des changements
héritables dans les états fonctionnels des cellules. En effet, ces changements peuvent
étre hérités a travers la mitose, soit a I'échelle intragénérationnelle, mais aussi via la
méiose, autrement dit a échelle inter- voire transgénérationnelle (Holliday, 2006).
Une littérature de plus en plus fournie recense ainsi des cas de transmissions trans-
générationnelles chez les plantes, les levures et chez différentes espéces animales,
notamment chez les vers (Cavalli et Heard, 2019). Chez les mammiferes, 'hérédité
épigénétique est plus controversée méme si quelques publications récentes en font
état (Boscardin et al., 2022 ; Van de Pette et al., 2022).

Enfin, Iépigénétique constitue un champ d’étude pertinent en biologie de Iévolution.
Dans ce domaine, la théorie néo-darwinienne soutient que la transformation des
especes résulte de la sélection naturelle de petites variations génétiques, apparues de

5. Ici, le géne sera défini comme une portion d’ADN qui est utilisée pour fabriquer une protéine.
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maniére aléatoire et conférant un avantage sélectif dans un environnement donné.
Or la littérature montre que les marques épigénétiques, acquises au cours du déve-
loppement et potentiellement adaptatives, constituent une source additionnelle
(non-génétique) de variation héritable. Aussi laisse-t-elle songer que ces marques
pourraient avoir une incidence sur le destin des espéces.

Le tournant environnemental des années 2010

La prise en compte de épigénétique dans les travaux des biologistes semble souvent
associée a celle de 'environnement. Il s’agit plus précisément, au moins depuis quelques
années, de repenser a travers 'épigénétique le role de l'environnement dans les phéno-
menes que sont le développement, I'hérédité et I'évolution, et d'envisager les mécanismes
épigénétiques comme les médiateurs des effets de 'environnement sur les organismes.
De ce point de vue, I'¥pigénétique participe de ce que d’aucuns appellent un «tournant
environnemental » dans les sciences du vivant (Landecker et Panofsky, 2013).

Le role de l'environnement sur le développement a travers des mécanismes épigéné-
tiques a surtout été bien documenté chez les plantes et chez quelques animaux comme
la drosophile (Cavalli et Heard, 2019). Depuis quelque temps, la discipline appelée
« épigénétique environnementale » présente par ailleurs les mécanismes épigénétiques
comme des moyens d’'incorporer des expériences environnementales et sociales chez
les étres humains. Aussi l'objectif de ce domaine de recherche est-il de traquer «les
mécanismes par lesquels les forces sociales — pollution, nutrition, soins maternels,
expérience traumatique — sont incorporées a I'échelle moléculaire, affectent l'expres-
sion des geénes et induisent des changements durables dans le comportement et la
santé» (Landecker et Panofsky, 2013).

Plusieurs sous-champs disciplinaires partagent globalement cet objectif. Par exemple,
«I’épigénétique comportementale » étudie la fagon dont I'expérience précoce laisse des
traces ayant une incidence sur le comportement et la santé de 'adulte. On trouve égale-
ment dans la littérature I'idée d'une « épigénétique des traumatismes», traumatismes
notamment liés a 'holocauste et a différentes formes de discriminations (Dubois et al.,
2018). Ces travaux sont cependant encore souvent spéculatifs et manquent d’assise
empirique précise.

» L'épigénétique, un concept aux multiples enjeux
épistémologiques et sociaux

Enfin, épigénétique est associée a des enjeux épistémologiques et sociaux majeurs.
Les premiers concernent la question du changement scientifique. Les seconds portent
sur l'exploitation des données a des fins sociales et politiques.

Enjeux épistémologiques : la question du changement scientifique

Si les découvertes réalisées en épigénétique semblent s’inscrire dans la continuité de
celles de la génétique (Gayon, 2016), dés lors que I'épigénétique étudie de nouveaux
mécanismes de régulation génétique, l'apparition de I'épigénétique est parfois envi-
sagée comme un point de rupture dans l'étude des étres vivants. L'épigénétique
constitue-t-elle des lors une discipline a part entiere, ou nest-elle que le prolonge-
ment de la génétique, voire 'une de ses branches? S'inscrit-elle dans la continuité de
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la génétique ou marque-t-elle I'avénement d’'un changement radical dans l'‘étude et
la compréhension des phénomenes biologiques? Quel type de changement scienti-
fique I'épigénétique induit-elle? Aller au-dela de la génétique revient-il a approfondir

les connaissances constituées dans ce domaine, ou bien a s’affranchir des limites
théoriques qui le caractérisent?

Lanalyse du changement scientifique développée par Thomas Kuhn dans La Structure
des révolutions scientifiques (1983) offre quelques outils pour répondre a ces questions,
sachant que plusieurs acteurs du débat mobilisent une terminologie kuhnienne. Pour
le dire brievement, Kuhn considére que le changement scientifique s'opére a travers
des révolutions, qui sont assimilées a des changements de paradigmes. Les paradigmes
peuvent étre définis comme des travaux exemplaires (par exemple les lois de Newton)
ou comme des matrices disciplinaires (cadres théoriques, concepts, méthodes) qui
fondent des traditions de recherche, et qui norment l'activité scientifique du quotidien.
Dans le cadre de la «science normale», la connaissance progresse par accumulation.
Mais lorsque le paradigme se heurte a des phénoménes non prévus ou non compa-
tibles avec ses principes (des «anomalies »), il est fragilisé. Samorce alors une phase
de «crise », qui ne s'achéve que lorsque le paradigme défaillant se trouve remplacé par
un autre. Le passage d'un paradigme a un autre (e.g. de 'astronomie ptolémaique a
l'astronomie copernicienne) constitue une révolution scientifique.

Dans le cas présent, la question est de savoir si I'épigénétique contribue au dévelop-
pement du paradigme de la génétique, et se contente de combler ses insuffisances,
ou si elle constitue un nouveau paradigme de nature a fonder une révolution scienti-
fique et une nouvelle tradition de recherche. En réalité, il semble difficile de répondre
globalement a cette question tant les usages de 'épigénétique sont divers, et tant les
définitions en sont variées. Aussi parait-il plus prudent de décliner l'analyse dans
les différents domaines concernés. Il s’agira alors d’interroger, dans chaque cas, les
éléments théoriques mis en cause — concepts, méthodes, questions de recherche,
hypothéses fondamentales, présupposés théoriques, etc. — afin de mieux évaluer
l'ampleur du changement en cours.

En biologie moléculaire, on pourra notamment se demander si I'épigénétique vient
modifier le concept fondamental d'information biologique, qui correspond selon
Francis Crick a un «code» qui s'incarne dans les séquences de bases de 'ADN, ou
encore si elle ébranle le présupposé théorique du dogme central, également formulé
par Crick, selon lequel linformation génétique est unidirectionnelle, allant des
séquences d’ADN vers les protéines. Dans la continuité des travaux sur la régulation
génétique, les recherches conduites en épigénétique soulignent en réalité que l'infor-
mation biologique, y compris génétique, ne peut se résumer a la séquence ’ADN des
lors qu’elle nécessite, pour étre construite, le concours de toute une machinerie cellu-
laire. Par ailleurs, les récents travaux sur l'assimilation génétique suggerent que les
mécanismes épigénétiques peuvent affecter le taux de mutation de 'ADN, et avoir
une incidence sur le contenu informationnel des génes (Danchin et al., 2019)°. Ainsi,
I'épigénétique semble signaler I'obsolescence des analyses de Crick.

6. Cette assimilation génétique est a distinguer de celle qui est associée au nom de Waddington. Pour
Waddington, l'assimilation génétique désigne la canalisation du développement sous l'effet de la sélection
naturelle.
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En biologie de I'évolution, Iépigénétique semble en mesure de modifier les pers-
pectives sur la nature de la variation héritable, et sur le role du développement
dans l'histoire du vivant. En effet, la théorie néo-darwinienne présente I'évolution
comme le résultat de la sélection naturelle de petites variations héréditaires géné-
tiques, aléatoires et imperméables aux demandes de l'environnement. Les études
conduites en épigénétique suggerent quant a elles que la variation héritable nest
pas seulement génétique, qu'elle peut étre acquise au cours du développement et
adaptative. Ainsi, I'épigénétique questionne une hypothése fondamentale concer-
nant le moteur de la transformation des especes. Elle peut également nourrir de
nouvelles questions de recherche, notamment sur le réle du développement dans
la détermination des trajectoires évolutives. D’aucuns évoquent alors avec fracas
le retour du lamarckisme, souvent réduit a la theése de I'hérédité des caractéres
acquis (Jablonka et Lamb, 2005). De fait, la dimension la plus révolutionnaire de
I'épigénétique résiderait dans sa capacité a réhabiliter cette thése qui, apres avoir été
largement admise jusqu’a la fin du x1x® siécle, est tombée en désuétude suite aux
travaux de Weismann et a I'émergence de la génétique. Cependant, plusieurs auteurs
ont montré les limites d’'un rapprochement entre épigénétique et lamarckisme, et,
comme mentionné plus haut, la transmission transgénérationnelle des marques
épigénétiques n'est fermement établie que chez les plantes et chez quelques autres
organismes eucaryotes (Cavalli et Heard, 2019).

Enfin, le véritable changement scientifique induit par épigénétique pourrait étre celui
du rapprochement disciplinaire : entre génétique et embryologie, entre biologie du
développement et biologie de Iévolution (Nicoglou et Merlin, 2017). Ce changement
pourrait aussi concerner les pratiques explicatives (Baedke, 2018), et le passage d’'une
ontologie mécaniste, atomiste et réductionniste (dans laquelle le comportement d'un
systéme s'explique par les propriétés de ses parties) a une ontologie systémique des
processus (dans laquelle il est impossible d’isoler des parties pour comprendre le
comportement du tout, qui évolue en permanence).

Enjeux sociaux : la libération par U'épigénétique ?

L'épigénétique, souleve des enjeux sociaux majeurs. Cette discipline, fondée sur
I'hypothése selon laquelle les marques épigénétiques permettent d’'incorporer et de
mémoriser biologiquement certains effets environnementaux, ouvre en effet une
fenétre pour évaluer le poids causal des diverses expositions environnementales dans
le développement des individus. Les données de I'épigénétique peuvent par exemple
étre exploitées en santé publique, ou en épidémiologie sociale, pour mieux comprendre
l'origine des inégalités sociales de santé, et pour mieux identifier les responsabilités des
acteurs publics dans l'existence et le maintien d’environnements pathogenes.

Pour autant, il importe de conserver une certaine prudence face a des exploitations
abusives et caricaturales des données. Il convient plus précisément de rester circons-
pect face aux discours qui affirment dans la presse grand public que TADN n’est pas
notre destin — comme si nous ne le savions pas déja! — et qui présentent I'épigéné-
tique comme la discipline qui pourra enfin nous affranchir de la tyrannie de nos genes.
Cette promesse d'émancipation fait de 'épigénétique un sujet en vogue, presque un
argument marketing. On trouve en effet des shampoings épigénétiques, mais aussi,
étonnamment, des coachs qui délivrent des certificats...
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Face a ces analyses peu sérieuses, il est indispensable de se souvenir que les données de

‘épigénétique sont en cours de construction, que le caractére généralement adaptatif
des marques épigénétiques n'est pas établi, et que la transmission transgénérationnelle
de ces marques, chez les étres humains, est encore mal comprise.

» Conclusion

Le bref parcours historique et I'état des lieux critique proposés dans ce chapitre
montrent que I'épigénétique nest pas qu'un mot dans I'histoire des sciences. Concept
en perpétuelle évolution, I'épigénétique désigne des éléments hétérogeénes : une disci-
pline, des processus développementaux, des mécanismes moléculaires, des outils
permettant de médiatiser les effets de I'environnement sur les organismes a différentes
échelles, une promesse d'émancipation, etc.

Quelle que soit la définition retenue, 1épigénétique semble toujours se présenter
comme ce qui va plus loin que la génétique, soit en complétant les données des cher-
cheurs, soit en contestant leurs présupposés théoriques. Plus qu'un mot dans l'histoire
des sciences, le concept dépigénétique apparait finalement comme un défi. Il incarne
peut-étre a lui seul l'esprit de la science, notamment expérimentale, qui consiste a
compléter, a questionner et a dépasser sans cesse un savoir, certes établi avec méthode
et ayant fait la preuve de sa validité, mais toujours provisoire, et toujours perfectible.
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Chapitre 2

Epigénétique, une exploration
des processus moléculaires

HELENE JAMMES ET DAVID UHOTE

Comme indiqué en introduction a cet ouvrage, la définition contemporaine de I'épi-
génétique fait référence aux molécules et mécanismes responsables de la régulation
de l'expression des génes sans modification de la séquence de 'ADN (Cavalli et
Heard, 2019). La contribution de I'épigénétique dans la différenciation cellulaire au
cours du développement des individus et dans la réponse a l'environnement (a diffé-
rentes échelles : cellulaire, tissulaire, systémique) est explicitée a travers de nombreux
exemples déclinés au fil des chapitres de louvrage, soulignant la dynamique, la
complexité et la diversité des interactions moléculaires nécessaires. Ce chapitre a
pour objectif d’illustrer comment, au fil du temps, les études scientifiques ont identifié
des molécules, proposé et validé des mécanismes (tels que les modifications post-
traductionnelles des histones, la méthylation de I'ADN, les petits et longs ARN non
codants...), aujourd’hui analysés dans de nombreux contextes biologiques (biologie
du développement, réponses adaptatives du génome a l'environnement, survenue de
pathologies). Ce chapitre a par ailleurs I'ambition de donner au lecteur des définitions
et des bases en biologie moléculaire et cellulaire, véritable boite a outils pouvant étre
ouverte pour le plaisir de la connaissance ou pour faciliter la lecture des chapitres
suivants. Le lecteur aura ainsi en main les clés de compréhension et pourra partir
a la découverte des champs du possible offerts par I'épigénétique, une des multiples
facettes de la science du vivant.

» Le patrimoine génétique dans tous ses états

Chez les eucaryotes, le patrimoine génétique, ou ADN génomique nucléaire
(ADNg), se présente sous différentes formes au gré de la vie de la cellule : sous
forme de chromatine plus ou moins compactée ou sous forme de chromosomes
individualisés (stade métaphasique au cours de la division cellulaire). La chro-
matine est décrite pour la premiére fois par Walther Flemming (~ 1880) comme
une substance présente dans le noyau cellulaire, répartie en régions claires,
peu condensées, laissant passer la lumiere du microscope — l'euchromatine —,
et en régions foncées, opaques a la lumiere du fait d'une extréme condensation
— I'hétérochromatine (figure 2.1).
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Epigénétique, une exploration des processus moléculaires

La condensation, ou compaction de 'ADNg, est nécessaire, d'une part, pour étre
empaqueté dans le noyau cellulaire — chez ’homme, cet ensemble fait environ 2m
et est contenu dans une sphere d’a peine 10 um de diametre —, et, d’autre part, pour
étre protégé des agressions mécaniques et chimiques. Dans un type cellulaire donné,
la répartition entre euchromatine et hétérochromatine participe a une organisation
tridimensionnelle qui régit les différentes fonctions de '’ADNGg telles que la réplica-
tion lors des divisions cellulaires, la transcription en ARN messagers (ARNm), la
réparation et la recombinaison. Dés 1974, Olins et al. précisent la structure de la
chromatine en la visualisant par microscopie électronique sous forme de particules
sphériquesreliées entre elles, tel un collier de perles (Olins et al., 1975). Il faut attendre
1997 pour percer complétement le mystére de cette structure par des approches de
cristallographie aux rayons X (Luger et al., 1997) : chaque perle, appelée «nucléo-
some », est un octamere protéique composé de deux dimeres d’histones H2A-H2B
et de deux dimeéres d’histones H3.1/H3.2-H4 (figure 2.2). S'ensuivent l'extraction et
la purification des protéines des nucléosomes a partir de divers organismes et de
divers tissus ou organes et la caractérisation des histones. Les histones canoniques
(H2A-H2B et H3.1/H3.2-H4) sont de petites protéines (de I'ordre de 100 & 220 acides
aminés; masse moléculaire entre 10 et 24 kDa). La nature basique des histones, due
a leur richesse en lysine et en arginine, leur confére une charge positive et permet
une forte interaction avec TADNg (chargé négativement par la présence d'un groupe
phosphate), qui s'enroule approximativement deux fois autour du nucléosome (soit
environ 147 paires de bases). La participation des histones canoniques a la struc-
ture du nucléosome est décrite pour un tres large éventail dorganismes (homme,
souris, poule, drosophile, riz, levure, etc.), révélant une tres forte conservation
pour l'ensemble des eucaryotes. En plus des histones canoniques citées ci-dessus,
l'existence de formes variantes aux caractéristiques structurales et fonctionnelles
différentes est démontrée. Chez 'homme, une vingtaine de variants est décrite, alors
que chez la levure, seuls deux variants sont mis en évidence. La présence des variants
d’histones est observée dans des types cellulaires particuliers ou au cours d’une
phase du cycle cellulaire. Leur distribution génomique nest pas aléatoire; certains
d’entre eux sont plutét associés a I'’hétérochromatine.

» Le «code des histones »

Un contrdle de l'intensité des interactions histones-ADNg est exercé par 'apposition
de groupements chimiques sur certains acides aminés (ou résidus) positionnés en
partie N-terminale des histones, séchappant du nucléosome et donc accessibles. De
nombreuses modifications covalentes post-traductionnelles sont possibles (tableau 2.1).

En prenant en compte la position et le nombre d’acides animés modifiés, plus d'une
centaine de modifications post-traductionnelles sont répertoriées, constituant une
combinatoire de marques épigénétiques connue sous le nom de «code des histones »
(Strahl et Allis, 2000; Zhao et Garcia, 2015; figure 2.2). La complexité de ce code
est loin d’étre completement élucidée, malgré les efforts intenses de la communauté
scientifique depuis de nombreuses années. Ces marques jouent un role déterminant
dans l'architecture de la chromatine. Leur distribution génomique définit de grands
domaines dont l'activité transcriptionnelle est variable (dlomaines permissif/répressif),
controlant l'expression des génes (encadré 2.1).
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Epigénétique, une exploration des processus moléculaires

Tableau 2.1. Liste non exhaustive des modifications post-traductionnelles portées par des
acides aminés des histones.

Acides aminés Modification chimique

Lysine (K) Acétylation, ubiquitylation, sumoylation, biotinylation,
butyrylation

Lysine (K) acétylée 2-hydroxyisobutyrylation, N-formylation, glutathionylation,
malonylation, hydroxylation, oxidation et crotonylation

Lysine (K) et arginine (R) Méthylation (mono, di et triméthylation);

Sérines (S) et thréonines (T)  Phosphorylation

Arginines (R) O-GlcNAcylation, citrullination

Acide glutamique (E) ADP-polyribosylation

Arginine (R) Désamination

Proline (P) Isomérisation

Encadré 2.1. Génes, régions régulatrices et marques épigénétiques.

Le géne est I'unité codante du génome. Il est transcrit sous la forme d'un ARN, et
cette transcription est régulée par un ensemble de séquences d’ADN présentes a
plus ou moins grande proximité du géne. Les données récentes de génomique fonc-
tionnelle démontrent que ces séquences régulatrices sont trés nombreuses. En effet,
on consideére que les génes ne représentent quenviron 5% du génome (donc 95 % du
génome n'est pas transcrit en ARNm pour fabriquer une protéine). A quoi sert donc
tout cet ADN en plus ? On a longtemps pensé qu'il s’agissait majoritairement ’ADN
inutile, que l'on appelait élégamment ADN «poubelle » (Junk DNA).

\

Depuis les années 2010, cette notion d’ADN poubelle a peu a peu disparu,
alors que nous nous rendions compte que cet ADN non codant est en réalité
le manuel d’utilisation du génome : c’est dans ces 95% quest cachée l'informa-
tion de «a quel moment », «avec quelle intensité» et «dans quelles cellules » les
genes doivent s’exprimer. Nous autres mammifeéres, sommes composés d’environ
200 types cellulaires différents (neurones moteurs, sensoriels, hépatocytes,
cellules musculaires striées lisses et cardiaques, fibroblastes, etc.). Chacun de ces
types cellulaires exprime une combinaison de génes parmi les ~ 30000 genes du
génome humain. Au dela de l'information génique, le génome doit donc contenir
les instructions nécessaires pour que chaque type cellulaire puisse savoir quels
sont les génes a exprimer en conditions physiologiques ou en réponse a un chal-
lenge : par exemple, lors d’'une coupure de Iépiderme (peau), les génes impliqués
dans la production de protéines du systéme de réparation cellulaire, normalement
silencieux, sont exprimés spontanément.

Le génome est donc le regroupement de plus 200 manuels a I'usage des cellules
pour définir leur identité et leurs fonctions tout au long de notre vie! D’un point de
vue moléculaire, ces fameuses instructions sont contenues dans de petites régions
appelées «régions régulatrices» de l'expression des genes. Il faut noter que les
régions régulatrices peuvent virtuellement se trouver nimporte ol par rapport aux
genes dont elles régulent l'expression. Les cellules ont donc besoin d’'un systéme de
reconnaissance de ces régions et elles utilisent pour cela les marques épigénétiques.
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Epigénétique, une exploration des processus moléculaires

Dans chaque noyau cellulaire et a chaque instant, le code doit étre écrit, lu — déchiffré —,
interprété, voire modifié ou écrasé (réversion), nécessitant l'existence de nombreux
acteurs protéiques, classés, pour chaque type de modification, en fonction de leur
activité enzymatique, en « écrivains », «lecteurs» et «effaceurs» (writers, readers and
erasers; Strahl et Allis, 2000).

Parmi les modifications post-traductionnelles possibles, 'acétylation/désacétylation
et la méthylation des histones ont fait 'objet de nombreuses études illustrant 'ampleur
des processus régulateurs mis en jeu.

Les acteurs de l'acétylation/désacétylation des lysines

Les «écrivains» créent la modification. L'acétylation consiste en I'ajout d'un groupe
acétyle (-CO-CH;) sur certaines lysines (K) — notée « H3K4ac », c’'est-a-dire acétylation
de lalysine 4 de I'histone H3 — sous I'action d’enzymes nommeées « histones acétyltrans-
férases» (HAT; la premiére fut découverte en 1996) en utilisant l'acétyl-CoA” comme
substrat (figure 2.3). La lysine posséde un groupement ammonium (NH3*) chargé posi-
tivement a pH neutre (qui est le pH cellulaire) qui augmente l'affinité entre 'histone et
I'’ADN. L'acétylation du groupement conduit a une neutralisation de la charge positive
et diminue fortement les contacts avec TADN enroulé sur le nucléosome : la chroma-
tine devient plus flexible et se décondense. L'acétylation des lysines est souvent associée
a l'euchromatine, ainsi plus accessible a 'ensemble des complexes protéiques régula-
teurs; cette modification est associée a la transcription des génes, a la réplication au
cours du cycle cellulaire, a la recombinaison et a la réparation de 'ADNg.

Les «lecteurs» de l'acétylation sont des protéines nucléaires présentant un bromo-
domaine (succession d'un peu plus d'une centaine d’acides aminés, décrite pour la
premiére fois chez la drosophile au cours de I'’étude de la régulation du géne BRAHMA
en 1992). En se liant aux nucléosomes dont les histones présentent une acétylation,
ces protéines utilisent I'énergie libre d’hydrolyse de 'ATP, modifient les positions des
nucléosomes tout le long de ’ADNg et induisent des changements conformationnels
dans la chromatine. La partie de 'ADN ainsi dépliée sera alors exposée aux différents
facteurs de la transcription comme I'ARN polymérase II, nécessaires a la transcription.

Les «effaceurs» de l'acétylation sont des protéines appelées «histones désacétylases »
(HDAC). Chez les mammiferes, il existe 18 HDAC réparties en deux grandes familles.
La premiere famille utilise I'ion zinc comme co-activateur. La seconde famille a besoin
pour fonctionner de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+), composé présent
dans toutes les cellules (impliqué dans des réactions d'oxydo-réduction du méta-
bolisme cellulaire). De maniére générale, les HDAC sont peu spécifiques et peuvent
agir sur de nombreux substrats.

Parmi les facteurs pouvant influencer les modifications post-traductionnelles des
histones, le métabolisme de l'individu et son alimentation jouent un roéle tres impor-
tant (Janke et al., 2015). En effet, 'acétyl-CoA, fournisseur du groupe acétyle, provient
de voies métaboliques de l'organisme telles que le cycle de Krebs, la glycolyse, la
[-oxidation des lipides et le métabolisme des acides aminés, soulignant un lien majeur

7. L'acétyl-CoA est un composé cellulaire issu a la fois de la dégradation des glucides via la glycolyse et de la
dégradation des acides gras constituant les lipides via la f-oxydation et intervenant dans le cycle de Krebs
au sein des mitochondries.
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entre le métabolisme général, le contrdle de 'architecture de la chromatine et I'expres-
sion des geénes (figure 2.3; Pietrocola et al., 2015). Toute augmentation de 'acétyl-CoA
peut étre reliée a une augmentation de l'acétylation des histones, a une ouverture de la
chromatine et & une expression génique. Lactivité acétyltransférase peut étre directe-
ment inhibée par le polyphénol (vin), la curcumine (racines de curcuma), la lunasine
(soja, blé et orge), le garcinol (zeste de garcinia) ou l'acide anacardique (coque de
noix de cajou). Certains composés alimentaires sont des inhibiteurs des HDAC :
le sulforaphane du brocoli ou les organosulfures de l'ail. D’autres composés comme
le resvératrol, contenu dans le vin rouge, augmentent l'activité des HDAC (figure 2.3).
Les effets bénéfiques ou déléteres restent a identifier, au cas par cas, puisqu’ils sont
déterminés par 'amplitude et la spécificité de l'activté enzymatique : acétylation géné-
rale de toutes les histones du génome ou spécifique de certaines liées a des régions
génomiques particulieres?

Les acteurs de la méthylation/déméthylation des histones

La méthylation est une modification post-traductionnelle des histones qui consiste
en l'apport d'un groupe méthyl (-CH3 ou Me) sur certaines lysines (K), arginines (R),
glutamines (Q) ou sur l'acide glutamique (E). Cette modification a été décrite des 1960
(figure 2.1). Le role répressif ou activateur de la méthylation sur l'expression génique
dépend du résidu touché et du niveau de méthylation. Par exemple, la méthylation
de la lysine 4 de 'histone H3 (H3K4me) engendre une conformation de chromatine
transcriptionnellement active (figure 2.4), alors que la méthylation de la lysine 9 de
I'histone H3 (H3K9me) est associée a un état répressif.

Ecrivains : SETD1A/B, SETD3&7, KMT2A-D, SMYD1-3, PRDM9, NSD3

H3K4 H3K4m H3K4me2 H3K4me3
Me M Me
le Me Me
Me Me

Effaceurs : KDM1A/B, KDM2B, KDMSA-D, RIOX1

Figure 2.4. Variations de I'état de méthylation de la lysine 4 des histones H3.

Les «écrivains», ou méthyltransférases, apposent un groupe méthyl provenant de la
S-adénosylméthionine (SAM). Chez les mammiféres, la SAM est le donneur universel
du groupe méthyl pour les histones mais aussi pour 'ADN (voir la section « La méthy-
lation de 'ADN, marque épigénétique la plus explorée»). La biodisponibilité de la
SAM résulte du métabolisme monocarboné mettant en jeu des composés directement
fournis par l'alimentation comme le folate ou vitamine B9, la méthionine, la choline
et la bétaine (voir figure 2.6). Les concentrations de ces composés sont variables
selon le type d’aliments (apport en folate : noix, pois chiche, épinards, fromages
affinés (100-200 ug/100g) > pommes de terre, poisson, fruits frais (10-20 pg/100g)8.

8. https://www.anses.fr/fr/content/tout-savoir-sur-la-vitamine-b9
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SUV39H1, premiere méthyltransférase identifiée chez la drosophile en 1994, est
spécialisée dans la méthylation des lysines (K) et contient un domaine catalytique SET
(pour Su var3-9, Enhancer of Zeste and Trithorax) de 130 a 140 acides animés. En
sélectionnant toutes les protéines dont la séquence présente ce domaine fonctionnel,
il a été possible d'identifier d’autres méthyltransférases chez la levure, chez 'homme,
mais aussi chez certaines bactéries et virus.

La méthylation des arginines (R) est assurée, quant a elle, par des «protéines argi-
nine méthyltransférases» (PRMT). Chez les mammiferes, les 9 PRMT identifiées
sont capables de mono-méthyler l'arginine (fixation de CH3 sur un des azotes (N)
du groupe guanidine) Elles sont ensuite classées en fonction de leur capacité a
di-méthyler. Le type I (PRMT1- 4, 6, 8) catalyse 'addition d’'un second groupe méthyl
sur le méme azote générant une diméthylation asymétrique. Le type II (PRMTS5 et 9)
catalyse l'addition des groupes méthyl de fagon symétrique sur chacun des azotes du
groupe guanidine Le type III (PRMT7) n'a qu’une activité de mono-méthylation.

Les «lecteurs» sont des protéines possédant des domaines fonctionnels particuliers,
capables de reconnaitre le taux de méthylation (mono-, di- ou triméthylée ; symétrique
ou asymétrique) et de se fixer aux lysines et aux arginines.

Les «effaceurs» n'ont été identifiés quen 2004, ce qui a valu a la méthylation des
lysines et des arginines, la renommeée d’étre une marque extrémement stable, faute
de preuve de l'existence d’une activité enzymatique de déméthylation. La découverte
de la premiére déméthylase a bouleversé cette idée : La lysine déméthylase 1A (notée
KDM1A/LSD1), identifiée dans de nombreuses espéces (de la levure a 'homme), est
capable de déméthyler H3K4. Une autre lysine déméthylase a ensuite été découverte,
capable de déméthyler H3K4mel et H3K4me2 (notée LSD2/KDM1B) (figure 2.4).

Une autre famille de protéines, JARID1 (jumonji AT-rich interactive domain 1), est
aussi capable de déméthyler H3K4. A ce jour, sont identifiées deux classes de lysines
déméthylases : I'une est dépendante du fer et s'attaque aux trois états de méthylation
(mel, me2 et me3; flavin-dependent KDM1 enzymes) et I'autre dépend de l'oxygene
(JmjC KDM) et s'attaque plutdt aux di- et mono-méthylations (Hyun et al., 2017).

De maniere générale, acétylation et méthylation sont des marques antagonistes;
la désacétylation des lysines doit précéder leur méthylation. Cet antagonisme entraine
une modification dynamique de l'état chromatidien avec, pour une région donnée,
le passage d'un état d’hétérochromatine (ot les histones H3 sont désacétylées et
méthylées et les genes sont généralement non exprimés) a un état d'euchromatine (ot
les histones H3 sont acétylées et déméthylées et les genes sont en général exprimés)
et vice versa (encadré 2.2).

Au cours des dernieéres décennies, la spectrométrie de masse (MS) s’est avérée étre
une méthode performante, facilitant la découverte et 'étude d’'un large spectre de
modifications post-traductionnelles des histones en une seule analyse, mais ne
renseignant pas sur la distribution génomique des modifications. Les modifications
des histones sont aussi étudiées par des approches biochimiques faisant appel a la
production d’anticorps spécifiques contre une modification particuliére, et la révé-
lation de la fixation de l'anticorps sur 'histone modifiée s’effectue par Western blot,
ou immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). La séquence ADNg impliquée
dans linteraction mise ainsi en évidence peut étre recherchée par amplification
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spécifique (si on s’intéresse a une région du génome particuliére) ou identifiée par
séquencage haut débit (si la statégie est sans a priori). La mobilisation internatio-
nale mettant en ceuvre ce type d’études et la mise en commun des données au sein
de larges consortiums permettent aujourd’hui de produire une cartographie du
génome en identifiant des domaines aux fonctionnalités variables en lien avec le
type cellulaire ou l'organe®, chez 'homme et la souris. Il est ainsi possible de définir
un épigénome cellulaire, correspondant a l'ensemble des marques épigénétiques
(modifications post-traductionnelles des histones et méthylation de 'TADN) portées
par et distribuées dans le génome d’une cellule.

\

Il est aussi a noter que le secteur de la recherche-développement des industries
pharmaceutiques s’est investi dans l'identification de molécules pouvant intervenir
sur le code des histones, en tant quécrivain, lecteur ou effaceur, avec des objec-
tifs de thérapie pour divers cancers, pathologies de immunité ou pathologies
neurologiques (Kringel et al., 2021). Comme une des limites de l'utilisation de ces
molécules est leur spécificité d’'action (modifications ciblées, séquence ’ADNg/geéne
ciblé), l'exploration d’interventions moléculaires ajustées (epigenome editing) est
évoquée dans le chapitre 12 de cet ouvrage.

Encadré 2.2. Activation et inhibition des régions régulatrices des génes.

On distingue deux types de régions régulatrices (figure 2.5) : les promoteurs et les
enhancers. Les promoteurs sont des séquences ’ADN (de tailles variables) toujours
situées juste devant le gene qu'elles régulent. Ces promoteurs sont trés souvent asso-
ciés avec la marque H3K4me3 (histone H3 avec trois groupements méthyles, me3,
sur la quatrieme lysine, K4; figure 2.5A). Si les promoteurs sont toujours devant leur
gene, les enhancers sont des régions régulatrices qui peuvent se situer tres loin des
genes qu'ils régulent (devant, derriere, dedans méme, quand ce n'est pas sur un autre
chromosome). Le nom d’enhancer (« exhausteur ») vient a l'origine de leur capacité a
augmenter l'effet des promoteurs. Un géne peut étre régulé par plusieurs enhancers
et un enhancer peut réguler plusieurs genes. Les enhancers sont trés souvent asso-
ciés a la marque H3K4mel (histone 3 avec un seul groupement méthyle, CH3, sur
la quatrieme lysine). Ces deux marques définissent les régions régulatrices a utiliser.
Bien stu, la cellule ne va pas utiliser tout le temps toutes les régions régulatrices
disponibles : il y a donc d’'autres marques qui indiquent si ces régions sont vrai-
ment actives (et donc stimulent I'expression des genes quelles régulent) ou inactives
(et restent sans effet). Pour simplifier, la présence de la marque H3K27ac (l'acétyla-
tion de I'histone 3 sur la lysine 27; figure 2.5B) est le signe que la région régulatrice
est active et que le gene associé est probablement exprimé. Alors que la présence de
la marque H3K27me3 (la triméthylation de I'histone 3 sur la lysine 27) est souvent
le signe d’une inhibition de la région régulatrice (figure 2.5C). La méthylation de
I'ADN sur les cytosines dans les nucléotides CpG (voir la section «La méthylation
de 'ADN, marque épigénétique la plus explorée») est elle aussi une marque dite
«répressive » des régions régulatrices et donc de I'expression génique. A noter que
de nombreuses autres marques activatrices (H3K9ac par exemple) ou inhibitrices
(H3K9me3) sont connues pour réguler 'expression des genes.

9. https://www.encodeproject.org/chip-seq/histone-encode4
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Figure 2.5. Représentation schématique des modifications post-traductionnelles des
histones associées aux promoteurs et aux enhancers pilotant 'état transcriptionnel

d’un gene.

A) Structure simplifiée d’'un géne modele; B) Décorations épigénétiques d’un géne actif (transcrit);
C) Décorations épigénétiques d’'un géne inactif (non-transcrit).

En résumé, siles régions régulatrices d’'un géne (enhancers avec H4K4mel et promo-
teurs avec H3K4me3) sont activées (donc avec du H3K27ac), le gene sexprime,
c'est-a-dire qu'un ARNm est produit. Inversement, si les régions régulatrices sont
associées avec soit la marque H3K27me3 soit la méthylation de 'ADN sur les CpG,

le gene reste silencieux.
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» La méthylation de CADN, marque épigénétique
la plus explorée

En 1925, Treat B. Johnson et Robert D. Coghill purifient les acides nucléiques de la
bactérie Mycobacterium tuberculosis, les cristallisent, les hydrolysent en présence
d’acide sulfurique et les observent sous lumiére polarisée par microscopie (figure 2.1).
IIs distinguent et nomment différentes structures : cytosine (C) et 5-méthylcyto-
sine (5mC) sont ainsi identifiées. Quelques années plus tard, les acides nucléiques
nucléaires sont extraits a partir de nombreux organes et analysés par chromatographie
sur couche, permettant de séparer par migration les quatre bases, adénine (A), cyto-
sine (C), guanine (G) et thymine (T). En 1945, Rollin D. Hotchkiss observe dans des
extraits de thymus de veau l'existence d’'une bande supplémentaire en plus de celle de
la cytosine, quil nomme alors «épi-cytosine ». La présence de 5mC sera rapidement
confirmée pour différents tissus de différentes espéces. La méme année, l'intérét fonc-
tionnel de la 5mC est décrit chez la bactérie en démontrant que différentes souches
bactériennes posseédent une activité «méthyltransférase» souche-spécifique. 1l est
alors proposé que la 5mC pourrait avoir un role dans la défense des bactéries contre
les phages par un mécanisme dit de « systéeme de restriction-modification » : lors d'une
attaque virale, la bactérie synthétise des enzymes capables déliminer 'ADN viral par
clivage. CADN bactérien étant méthylé, il est protégé de cette activité enzymatique.
Ainsi, l'existence d'enzymes méthyl-sensibles est mise en évidence.

Dans les années 1960-1970, il est démontré que lactivité méthyltransférase est
présente dans tous les tissus testés de différentes espéces animales, en quantité
variable en fonction du type cellulaire, suggérant que le taux de 5mC peut étre diffé-
rent. Au cours du développement de l'ceuf d'oursin, Scarano et al. démontrent que la
distribution de la 5mC n'est pas aléatoire dans le génome et quelle apparait dans un
contexte CG, appelé aussi CpG (correspondant a une cytosine liée & une guanine via
un groupement phosphate). La méthylation de 'ADN est l'addition covalente d'un
groupe méthyl (CH3) fourni par la S-adénosylméthionine (SAM), sur le 5¢ carbone
de la cytosine (Figure 2.6).

Il faut attendre 1975 pour que la 5mC soit décrite dans le génome des plantes, a diffé-
rents taux en fonction de l'espece et dans des contextes génomiques CG, CHG et CHH
(o H représente les bases A, C ou T). Sur le plan fonctionnel, il est montré que le
taux de 5mC dépend des phases de division pour les bactéries, tout comme pour les
fibroblastes en culture, suggérant la nécessité d’une activité enzymatique capable de
«recopier» la distribution génomique de la 5mC lors de la réplication de 'TADN. Cette
propriété est fondamentale, puisqu'elle souligne la notion de mémoire des marques
épigénétiques transmises a travers la mitose, pour le maintien de l'identité cellulaire.
En 1975, Robin Holliday et John E. Pugh suggerent qu'’il est possible détablir un lien
fonctionnel entre le taux de méthylation et 'expression des génes, en particulier au
cours du développement des individus. Depuis, les études de la 5mC se sont inten-
sifiées (Mattei et al., 2022) et ont permis de décrypter son implication dans de tres
nombreux processus biologiques : quelques exemples sont donnés dans cet ouvrage,
en particulier dans le controle de l'inactivation du chromosome X (chapitre 3) ou
de l'empreinte parentale (chapitres 4, 5 et 6) et illustrent en détail ces avancées de la
connaissance fondamentale.
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Figure 2.6. Biodisponibilité de la S-adénosylméthionine (SAM), donneur universel du groupe
méthyl (CH;) pour la méthylation des histones et de TADN : rdle de l'alimentation.

La SAM est issue du métabolisme des monocarbones. Le cycle métabolique du folate ou vitamine
B9 aboutit a la formation de la vitamine B12 ou cobalamine, elle-méme impliquée dans le cycle de la
méthionine produisant la SAM. Le folate, la méthionine, la bétaine et la choline sont directement fournis
par l'alimentation.

Aujourd’hui, il est admis que la 5mC est présente chez un grand nombre d’eucaryotes.
Pourtant, chez certains invertébrés, comme le nématode Caenorhabditis elegans ou le
diptere Drosophila melanogaster,iln'a pas été détecté de 5mC génomique. Chez d'autres
invertébrés comme labeille (Apis mellifera), le nombre de cytosines génomiques
méthylées reste modeste, moins de 1%, mais controle des génes majeurs impliqués
dans le dimorphisme entre reine et ouvriéres (taille, fertilité et comportement). Chez
les mammiferes, seules 5 a 10% des cytosines du génome sont méthylées, dont une
tres large majorité (98 %) intervient dans un contexte CpG de maniére symétrique (sur
chaque brin de 'ADN); les 2 % restants apparaissent dans des contextes de type CHG
ou CHH. Seuls certains types cellulaires, tels que les cellules souches embryonnaires
ou les neurones, présentent un taux de 5mC dans un contexte génomique CHH dit
non CpG plus important. Chez les plantes, la méthylation peut concerner jusqu’a
50% des cytosines du génome et intervenir dans les différents contextes (CpG et/ou
non CpG), de maniere symétrique ou asymétrique, suggérant une implication forte
de cette marque épigénétique dans divers processus biologiques du monde végétal
(plus détaillés dans les chapitres 9 et 10) ou chez les poissons (chapitre 11).
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Chez les mammiferes, les sites CpG ne sont pas répartis de maniére uniforme le long du
génome. Des régions denses en sites CpG, nommées «ilots CpG» (séquences de 100 a
1000 bases, avec plus de 60 % de CG; Illingworth and Bird, 2009), sont souvent localisées
au niveau de séquences répétées du génome. Parmi elles citons les séquences satellites
centromériques et péricentromériques et les rétrotransposons, éléments mobiles du
génome, d'origine virale, accumulés au cours de I'évolution. Dans ce cas, les ilots CpG
sont méthylés et permettent une compaction de la chromatine. Au niveau des rétrotrans-
posons, la méthylation/compaction de la chromatine assure une protection du génome
en bloquant toute réplication et donc toute invasion par ces séquences. Lhétérochroma-
tine constitutive est riche en séquences satellites péricentromériques méthylées, afin de
limiter les recombinaisons et les ségrégations chromosomiques indésirables. Il est a noter
que le taux de méthylation de '’ADN au niveau des régions flanquantes des ilots CpG, est
particulierement variable en fonction du type cellulaire, du stade de développement, de
la physiologie de I'animal ou de l'environnement. Localisée sur des éléments régulateurs
ou dans des promoteurs en amont des geénes, la méthylation de 'TADN est généralement
inhibitrice de l'expression. Localisée en intragénique, elle a plutot un réle activateur
en limitant les démarrages de transcription illégitime (encadré 2.2). La méthylation de
I'ADN intervient dans de trés nombreux processus biologiques.

Les «écrivains» de la 5mC sont des ADN méthyltransférases (DNMT; figure 2.7). La
famille des ADN méthyltransférases est caractérisée par des domaines fonctionnels
extrémement conservés au cours de la phylogenese, dont un domaine de liaison a
I'’ADN et un domaine catalytique responsable du transfert de groupe CH3. La plupart
d’entre elles sont réparties selon deux classes :

— les ADN méthyltransférases de novo, capables d’apporter un groupe CH3 sur des
cytosines non méthylées et d’établir de nouveaux profils de méthylation propres a
chaque type cellulaire (DNMT3A, DNMT3B, DNMT3C dans le régne animal; DRM
pour domains rearranged methylase dans le régne végétal). La DNMT3L ne posséde
pas de domaine catalytique mais joue un role primordial comme cofacteur et guide de
la méthylation de novo dans les cellules germinales souches;

— les ADN méthyltransférases, capables de reconnaitre les sites CpG méthylés sur
un seul brin I’ADN a lissue de la réplication et d’assurer la propagation des patrons
de méthylation a travers la division cellulaire (DNMT1dans le régne animal; MET1
(methyltransferases 1) et CMT (chromomethylase) dans le régne végétal). Un cofac-
teur de DNMT1 important est le facteur URF1 (ou NP95), qui est capable de se lier au
brin ’ADN néosynthétisé et hémi-méthylé et de recruter DNMT1 pour le maintien
du profil de méthylation initial.

Une grande question est de savoir comment les DNMT de novo ciblent les séquences
génomiques a méthyler (Hervouet et al., 2018). Les résultats de la littérature scien-
tifique suggérent que différents mécanismes mettent en jeu la présence de certaines
modifications post-traductionnelles des histones et/ou celle de certaines séquences
répétées et/ou l'intervention d’une famille de petits ARN non codants (les ARN Piwi
(piARN), voir section « Activités des longs et petits ARN non codants dans les régu-
lations épigénétiques »). La fixation de certains facteurs de transcription peut aussi
faconner la distribution de la 5mC en masquant certaines cibles potentielles.

Les effets sur la transcription des génes ne sont pas directement dus a la présence de
5mC, mais nécessitent la fixation de protéines nucléaires capables de reconnaitre les

36



Epigénétique, une exploration des processus moléculaires

régions ADN méthylé (domaine de liaison a 'TADN méthylé ou « methyl CpG-binding
domain », MBD). Ces protéines, appelées « Methyl Binding Protein» (MeCP1, MeCP2,
MBD2, MBD3, etc.) sont les «lecteurs » de la 5mC. Ces protéines sont aussi capables de
recruter d’autres protéines, des répresseurs transcriptionnels (mSin3A) ou des enzymes
de modification des marques d’histones, en particulier des histones désacétylases. Les
progrés de séquencage des deux derniéres décennies ont été notables et profitables a
l'analyse de la 5mC. En complément de la mise en ceuvre d'une conversion de '’ADNg
par le bisulfite de sodium (transformation de toutes les cytosines non méthylées en
uracile par désamination et conservation des cytosines méthylées résistantes a ce trai-
tement), des techniques d’analyse de la conformation de la chromatine ont permis de
mettre en évidence l'implication de la 5mC dans l'architecture de la chromatine et
l'apparition de boucles de régulation autour des génes ou des clusters de génes.

Parmi les lecteurs, il faut citer le facteur protéique en doigt de zinc CTCF (CCCTC-
binding factor), ubiquitaire et trés conservé chez les eucaryotes (Kim et al., 2015). Sa
fixation est méthyl-sensible. CTCF reconnait et se fixe sur des sites riches en CpG non
méthylés. Chez les mammifeéres, on dénombre 55000 a 65000 sites, distribués dans le
génome dans les régions intergéniques (50 %), dans le corps des genes (35 %) et au sein
des régions proximales des promoteurs de genes (15%). La fixation du CTCF bloque
les interactions entre enhancer et promoteur et l'activité transcriptionnelle. Il est
montré aussi que CTCF aide a l'attachement de la chromatine a la matrice nucléaire,
interagit avec la cohésine, qui stabilise les boucles de chromatine entre enhancers et
promoteurs, et gere les interactions entre domaines intra et interchromosomiques,
aboutissant a une structure chromatinienne supra-ordonnée. La méthylation de ces
sites de fixation a pour conséquence une déstabilisation génomique ou une modifica-
tion de la conformation de '’ADN et du statut transcriptionnel du domaine. Il est aussi
montré que la fixation du CTCF limite la méthylation de novo.

Les «effaceurs» de la 5mC assurent une déméthylation active. Chez les mammiferes,
au cours du développement précoce de I'embryon, il est observé une grande vague de
reprogrammation épigénétique associée a un effacement quasi total de la méthylation
(seules quelques régions génomiques ne sont pas affectées par cette reprogrammation;
parmi elles les centres d'empreinte parentale — chapitre 4). Par immunocytochimie (suivi
de la 5mC a l'aide d’un anticorps anti-5méthylcytosine), il est possible de suivre, au cours
des premiers clivages cellulaires de l'ceuf en post-fécondation chez la souris, le devenir
de la 5mC associée aux génomes maternel et paternel. Il est alors observé que la 5mC
sefface brutalement dés le stade 2 cellules au niveau du génome paternel, mais progressi-
vement au niveau du génome maternel en suivant la division cellulaire. Ces observations
ont conduit & postuler, d'une part, a une perte de méthylation par non-conservation des
profils au cours de la réplication (pas d’activité DNMT 1 nucléaire a ces stades) et, d'autre
part, a la possibilité d’'avoir un processus actif assuré par des activités enzymatiques.

En 2009, les enzymes TET (ten-eleven translocation) sont identifiées (figure 2.7) : elles
permettent une conversion des 5mC en dérivés oxydés, en 5-hydroxyméthylcytosine
(5hmC), elle-méme transformée en 5-formylcytosine (5fC), puis en 5-carboxylcytosine
(5caC). D’autres enzymes sont aussi capables d’intervenir pour exciser et réparer, indui-
sant une perte de méthylation. Les différentes voies de déméthylation sont activables
en fonction des stimuli extérieurs et conduisent a de nouveaux profils de méthylation
pangénomique (Kriaucionis et al., 2009).
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Figure 2.7. Cycle de méthylation et de déméthylation de 'TADN.

Laddition du groupe CH3 sur la cinquieéme cytosine s’effectue sous le contréle ’ADN méthyltransférases
(DNMT). Les DNMT sont capables soit de méthyler de novo ’ADN (DNMT3A et DNMT3B), soit de
maintenir I'état de méthylation du brin ’ADN néosynthétisé lors de la réplication (DNMT1). Cette propriété
confere a cette marque épigénétique son héritabilité au cours de la mitose et constitue une véritable mémoire
(de I'identité cellulaire par exemple). La déméthylation active est sous le contrdle d’'une famille d'enzymes,
les TET pour «ten-eleven translocation » : elles convertissent la 5mC en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC),
puis en 5-formylcytosine (5fC) et en 5-carboxylcytosine (5caC). Finalement, la forme canonique de la
cytosine non méthylée est obtenue sous l'action d’'une thymine ADN glycosylase (TDG) et du systéme de
réparation par excision (Base Excision Repear, BER).

Les derniéres décennies ont été trés riches en obtention de données illustrant
I'importance de la 5mC dans le contrdle des profils d'expression de génes en lien avec
la différenciation cellulaire, la physiopathologie humaine — cancers, maladies métabo-
liques, maladies neurodégénératives ou psychiatriques, vieillissement (voir chapitre 8
qui décrit I'horloge épigénétique), effets environnementaux — l'exposition a divers
toxiques, I'hygiéne de vie, le stress chez ’homme ou des modeles animaux, mais aussi
en lien avec l'adaptation des plantes a leur environnement (voir chapitre 10) ou les
interactions hotes-agents pathogeénes (voir chapitre 9). Ces progres de la connais-
sance ont suscité le développement d'un large éventail de méthodologies (figure 2.8).
Des progres notables ont été obtenus par l'exploitation de toutes les nouvelles
technologies liées au séquencage haut débit.

Comme pour les modifications post-traductionnelles des histones, I’écriture, la lecture
et l'effacement de la méthylation de TADN sont sources de recherche de nouvelles
molécules pouvant modifier I'état de méthylation et avoir des applications en thérapie.
Les profils de méthylation de TADN sont aussi utilisés aujourd’hui en routine pour
classer les tumeurs cancéreuses et adapter les traitements'®.

10. https://cordis.europa.eu/article/id/86034-dna-methylation-for-cancer-diagnosis/fr
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» Activités des longs et petits ARN non codants
dans les régulations épigénétiques

A partir des travaux de J. Watson et F. Crick, il a été considéré que I'information géné-
tique était portée par les genes, transcrits en ARNm, eux-mémes traduits en protéines.
Aujourd’hui, le concept ADN — ARN — protéine est bousculé. Il est bien montré qu'une
part importante du génome des eucaryotes est non codante : chez 'homme, 51,8% du
génome sont transcrits et seuls 1,2% (les exons) codent pour une protéine (GENCODE
v25 annotation). Le progres technique du séquengage appliqué a lexploration du trans-
criptome (ensemble des ARN synthétisés a partir du génome) a aussi permis de découvrir
l'existence de plus de 600 familles ’ARN dits «non codants» (leur séquence ne permet
la synthése d’aucune protéine répertoriée dans des bases de données).

Les familles ’ARN non codants se différencient les unes des autres par leur structure
(linéaire, en tige-boucle ou circulaire) et par leur longueur, de quelques bases a plusieurs
centaines; ainsi trouve-t-on les «petits» (< 200 nucléotides, small non-coding RNAs
ou petits ARN non codants) et les «longs» (> 200 nucléotides, long non-coding RNAs ou
longs ARN non codants). Certains participent aux processus épigénétiques.

Les longs ARN non codants jouent un role majeur dans le contrdle de la transcription
de certaines régions chromosomiques. Certains d’entre eux sont localisés dans des
régions intergéniques et d’autres dans le corps des génes (généralement ils couvrent
les exons et introns d’'un gene). En général, une fois transcrits, ils s’accolent sur des
domaines chromosomiques cibles, bloquant ainsi la transcription d'un ensemble de
genes du domaine. Lexemple le plus connu est celui de XIST, dont I'histoire est inti-
mement liée a celle de l'inactivation du chromosome X détaillée dans le chapitre 3.

Les petits ARN non codants se subdivisent en deux catégories selon leur fonction.
Les structurants, généralement exprimés de maniere constitutive, sont indispensables
au fonctionnement normal de la cellule. Il s’agit des ARN ribosomiques (ARNT consti-
tuant les ribosomes) ou des ARN de transfert (ARNt apportant les acides aminés lors
de la traduction). Les petits ARN non codants régulateurs, incluant les micro-ARN
(miARN), les ARN interagissants avec PIWI (piARN) ou encore les ARN circulaires
(circARN), sont exprimés de maniére spécifique en réponse a un stimulus particu-
lier au cours du développement de la différenciation cellulaire ou induits par des
changements de l'environnement.

Les ARN de transfert ou ribosomiques sont étudiés depuis de longues années (1958)
tandis que d’autres, comme les miARN, le sont depuis seulement une trentaine
d’années. Leur biogenese, leurs roles ou leurs mécanismes d’action ont été décrits chez
de nombreux eucaryotes.

Les miARN représentent la famille la plus étudiée. Au début des années 1990, le
premier miARN identifié a été lin-4 chez le nématode Caenorhabditis elegans. Lin-4
nexistait que sous la forme d’'une courte séquence de nucléotides dépourvue de phase
codante. Il a été montré que cette courte séquence pouvait se lier a un ARNm, et que
cette liaison empéchait toute production de protéine. Depuis, plusieurs milliers de
miARN ont été identifiés dans 271 organismes différents!!. Si certains comme lin-4
sont spécifiques d'un organisme, d’autres apparaissent plus conservés entre especes.

11. Voir la base de données miRBasel02 : http://www.mirbase.org
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Pres de la moitié des miARN est localisée dans une région intergénique, la seconde
moitié étant distribuée entre les régions codantes (avec une localisation préferentielle
dans les introns) et les régions régulatrices non codantes des génes. La majorité des
miARN sont «isolés», mais certains sont organisés en clusters et transcrits en méme
temps. La description de la biogenese des miARN et des régulations de leur activité
ont fait l'objet de nombreuses études. Chez les mammiferes, les miARN cibleraient
environ 60 % des génes et auraient donc un role crucial dans la plupart des processus
biologiques (prolifération, développement, différenciation, réponse au stress, adhésion
cellulaire, mobilité, apoptose, etc.).

La découverte des piARN a suivi un chemin détourné. Vers la fin des années 1990,
des protéines, les PIWI (P-element induced wimpsy testis), ont été identifiées dans
les cellules souches germinales de Drosophila melanogaster, avant d’étre également
décrites chez d’autres espéces. Ces protéines nucléaires appartiennent a la famille
des Argonautes. Chez la souris, il existe trois PIWI protéines : MILI, MIWI1 et
MIW1I2, exprimées différentiellement selon le sexe de 'animal (MILI existe dans
les 2 sexes, alors que MIWI1 et 2 ne sont exprimées que dans la lignée germi-
nale méle). Les protéines PIWI comportent 4 domaines : N-terminal, PAZ, MID
et PIWL Quelques années plus tard, plusieurs publications font état de petits
ARN qui se lient a ces protéines. C’est la découverte des piARN, de petits ARN
non codants de 26-33 nucléotides, présentant une méthylation de leur extrémité 3’
ainsi qu'une base uridine a leur extrémité 5. Leur biogenése est aussi particuliere,
faisant intervenir plusieurs voies de régulation. Les piARN ayant été initialement
identifiés dans la lignée germinale des animaux, il a été proposé qu'ils aient un
role essentiel dans le développement des gametes. Le premier role attribué a cette
famille de petits ARN non codants est de lutter contre I'instabilité du génome, par
la répression des transposons. Les éléments transposables peuvent en effet se dupli-
quer et se transloquer tout au long du génome, provoquant des insertions dans
le corps des geénes, conduisant a une traduction en protéine non fonctionnelle ou
dans les régions régulatrices en 3, dérégulant 'expression du gene. Ils engendrent
également des cassures de 'TADN. Une fois captés par les protéines PIWI dans le
cytoplasme et retournés dans le noyau, ces complexes sont capables a la fois de
reconnaitre les séquences transposables et de recruter les DNMT3L, 3A et 3B,
afin d'induire localement une méthylation de '’ADN et de bloquer ainsi toute acti-
vité de ces séquences (LINE1 ou LTR). Il semblerait également que les complexes
protéines PIWI-piARN répriment l'expression des transposons par des modifica-
tions locales de la condensation de la chromatine en recrutant des facteurs capables
d’apposer des modifications post-traductionnelles des histones répressives (histone
méthyltransférase). Ces actions conduisent a la fermeture locale de la chromatine,
réprimant donc l'expression du transposon.

Mais depuis quelques années, l'existence d’'une faible quantité de piARN et/ou de
séquences dites piRNA-like présentant les mémes caractéristiques que des piARN a
également été montrée dans les cellules somatiques. Cette découverte s'accompagne
également d'un nouveau role fonctionnel associé aux piARN. En effet, certains piARN
identifiés chez plusieurs espéces ne sont pas complémentaires d’éléments transpo-
sables et seraient plutot impliqués dans la régulation de l'expression génique, via
lactivité catalytique médiée par 'un des domaines des protéines PIWI.
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» Les protéines Polycomb et Trithorax

Les protéines du groupe Polycomb (PcG pour Polycomb group) et les protéines du
groupe Trithorax (TrxG) ont été initialement identifiées chez la drosophile comme
régulateurs des genes homéotiques HOX, un groupe de génes codant pour des facteurs
de transcription spécifiant I'identité cellulaire tout au long de l'axe antério-postérieur
(Schuettengruber et al., 2017). Des études ont permis d’identifier les séquences
consensus permettant la fixation de ces protéines. Se fixant sur des éléments de
réponse spécifiques (Polycomb/Trithorax Response Elements, PRE et TRE), média-
teurs d'un état silencieux pour les PcG (voir chapitre 3) ou actif pour les TrxG de la
chromatine, ces complexes protéiques constituent la mémoire de ces régulations au
cours des divisions cellulaires, sous forme d’héritabilité épigénétique (Schwartz et
Pirrotta, 2007). Chez les vertébrés, ces protéines régulent aussi les genes HOX, mais
sont en plus impliquées a la fois dans la régulation de la prolifération cellulaire, dans
l'identité des cellules souches, dans les processus de l'empreinte parentale et dans
l'inactivation du chromosome X chez la femelle.

» Conclusion

Au cours des derniéres décennies, les mécanismes épigénétiques ont fait l'objet
d’intenses recherches. Il est cependant important de garder a lesprit que leur
complexité n'est certainement pas compléetement élucidée. En particulier, la cinétique
des interactions entre mécanismes est toujours difficile a appréhender, puisque la
plupart des méthodes d’analyse permettent de faire un état des lieux a un temps ¢, et
non un suivi spatio-temporel des modifications moléculaires. Au vu du role de ces
mécanismes dans de trés nombreux processus biologiques tels qu’ils seront présentés
au cours des chapitres suivants, un vaste champ de recherche s’offre aux chercheurs
d’aujourd’hui et aux futures générations.
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Chapitre 3

L’inactivation du chromosome X

CLARA ROIDOR, VERONIQUE DURANTHON,
MAUD BORENSZTEIN

Les processus épigénétiques existent chez tous les organismes vivants avec une grande
variété d’acteurs. Chez les mammifeéres, ce sont des mécanismes vitaux qui permettent
le contrdle de I'expression génique et la mémoire de 'identité cellulaire conduisant au
développement correct d'un individu. Ce controle subtil et héritable de l'état trans-
criptionnel au cours du temps et de l'espace se fait notamment via 'apposition de
marques sur la chromatine, telles que la méthylation de '’ADN et les modifications post-
transcriptionnelles des histones (voir chapitre 2). Dans ce chapitre, nous traiterons
des connaissances actuelles concernant les mécanismes épigénétiques responsables
de I'inactivation du chromosome X (ICX) chez la femelle de mammiféres euthériens
(mammiferes pour lesquels le développement embryonnaire et foetal seffectue dans
l'utérus maternel), en détaillant certaines caractéristiques d'especes.

Chez les mammiferes euthériens, le déterminisme du sexe se fait via la transmission
de chromosomes sexuels hétérogamétiques. Les méles recoivent un chromosome X et
un chromosome Y, et les femelles deux chromosomes X. Parce que le chromosome X
porte plus de 1300 genes importants pour de nombreux processus cellulaires, contre
moins de 100 genes pour le chromosome Y, majoritairement importants pour la déter-
mination et la gamétogenese du sexe masculin, la composition en chromosomes sexuels
crée un déséquilibre de dose des produits du chromosome X (ARN et protéines).
Linactivation transcriptionnelle d'un des deux chromosomes X chez les mammiferes
femelles permet de compenser ce déséquilibre entre les sexes. Ce mécanisme épigéné-
tique, mis en place tres tot durant l'embryogeneése, est absolument crucial. Son absence
chez les femelles ou sa mise en place aberrante chez les males conduisent a une 1étalité
embryonnaire précoce. LICX a pour finalité I'expression monoallélique de la majorité
des génes portés par le chromosome X dans chacune des cellules somatiques femelles.
En effet, une fois établie de facon aléatoire, 'TCX est extrémement stable et héritable
a travers les divisions cellulaires. Les individus femelles sont donc mosaiques, toutes
leurs cellules n'expriment pas le méme chromosome X : la moitié des cellules soma-
tiques contiennent le chromosome X inactif hérité de leur pere, et 'autre moitié le
chromosome X inactif hérité de leur mere. LICX est un paradigme de la régulation
épigénétique des genes, a I'échelle d'un chromosome entier, qui conduit a la formation
d’'un complexe hétérochromatinien répressif (Morey et Avner, 2011).
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Un exemple parlant du mosaicisme et de la clonalité de 'ICX est celui des chattes
au pelage calico (Jaraud-Darnault et Abitbol, 2017). Chez le chat domestique, un
des genes qui code pour les pigments du pelage est situé sur le chromosome X.
Deux versions de ce géne existent : un allele codant le pigment orange et un allele
pour le noir. Ainsi, parce que les femelles peuvent porter les deux alléles mais que seul
un des deux est exprimé de fagon aléatoire, dans chacune des cellules la fourrure des
femelles peut étre orange et noire (figure 3.1A). Les régions de fourrure noire repré-
sentent des zones dont les cellules progénitrices ont inactivé le chromosome portant
l'allele orange. A l'inverse, les zones de fourrure orange sont dues a une inactivation du
chromosome portant l'alléle noir. Les chats calico sont donc toutes des femelles XX.
A Tinverse, les chats males XY sont porteurs soit de l'alléle noir, soit de 'alléle orange :
ils ne montrent aucun mosaicisme, jamais de fourrure bicolore noire et orange. Il s’agit
d’'un des exemples les plus connus de mosaicisme de la fourrure, ici dit a 'inactivation
aléatoire du chromosome X chez les femelles.

» La compensation de dose génique

LICX permet dobtenir l'expression d'une dose équivalente de produits des genes
du chromosome X chez les femelles et les méles (figure 3.1B). Cependant, le chro-
mosome Y porte une centaine de génes dont une grande partie est conservée sur le
chromosome X, en particulier au niveau de la région pseudo-autosomale (pseudo-
autosomal region, PAR). Cette région permet la ségrégation correcte des chromosomes
sexuels lors de la méiose chez les méles et mime le comportement biallélique des auto-
somes. Elle n'est pas soumise a 'inactivation du chromosome X et les génes qui y sont
localisés font donc partie des quelques genes qui « échappent» a l'inactivation chez les
femelles (figure 3.1C). Parmi les génes qui ne sont pas éteints, certains restent toujours
exprimés a partir du X inactif dans toutes les cellules au cours de la vie. IlIs échappent de
facon constitutive a 'ICX, et les genes localisés dans la PAR en sont l'exemple parfait.
L'échappement peut aussi étre facultatif, c’est-a-dire uniquement dans certaines
cellules, certains tissus ou a certaines périodes du développement de l'individu; il peut
aussi étre différent entre individus. De maniére générale, les génes qui échappent a
I'inactivation représentent environ 7% du total des génes du chromosome X chez la
souris et plus de 15 % chez la femme.

Linactivation de I'un des deux chromosomes X, chez les femelles mammiferes, permet
une compensation fine de la quantité de produits transcrits a partir de ce chromosome
chez les femelles par rapport aux maéles. Cependant, cela crée un déséquilibre de dose
génique entre le seul X actif et les paires d’autosomes homologues. Il existe alors un
second niveau de compensation de dosage génique : la surexpression des genes du seul
chromosome X actif permet de rétablir I'équilibre avec la transcription biallélique des
génes autosomaux (figure 3.1C). Bien que ce mécanisme reste encore peu connu, il
semble important que les génes du chromosome X, codant pour des composants de
complexes protéiques, soient transcrits a des niveaux similaires a ceux de leurs parte-
naires, codés par des autosomes. Pour avoir un niveau dexpression global similaire
a celui des paires d’autosomes homologues, le chromosome X actif est surexprimé,
denviron 1,5 a 2 fois, grace a la présence accrue de la machinerie de transcription et a des
pulses de transcription, plus fréquents le long du chromosome actif. Cette surexpres-
sion a été mise en évidence a la fois dans les cellules males et dans les cellules femelles
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Figure 3.1. Compensation de dose et inactivation du chromosome X.

A. Chouchou, la chatte calico ou tricolore (blanc, orange et noir). Les secteurs de pelage orange et noir
sont une conséquence de l'inactivation du chromosome X. B. Linactivation du chromosome X permet
d’équilibrer la dose de produits des génes du chromosome X entre les femelles et les méles. C et D. Seuls
les génes qui échappent a I'inactivation, tels que la région pseudo-autosomale (PAR), sont exprimés sur le
chromosome inactif. Pour pallier le déséquilibre de dose génique entre le seul chromosome X actif et les
paires d’autosomes homologues, un second niveau de compensation est mis en place : la surexpression
globale des génes du chromosome X actif. Léquilibre est rétabli avec la transcription biallélique des genes
autosomaux. Les génes non inactivés ne semblent pas subir cette surexpression, car ils sont exprimés a
partir des deux chromosomes X. Le seul chromosome X du méle subit aussi cette surexpression par rapport
aux paires d’'autosomes homologues.

Xa : X actif; Xi : X inactif; ICX : inactivation du chromosome X; UCX : surexpression (upregulation) du
chromosome X; PAR : région pseudo-autosomale. Figure créée sous BioRender.com.

(figure 3.1D). De fagon intéressante, cette surexpression n'est observée quen présence
d’un seul chromosome X actif dans des cellules diploides. Dans certaines situations
de cellules femelles dont les deux chromosomes X sont actifs, tels que le zygote et les
cellules souches embryonnaires murines, cette surexpression n'est pas observée.

Les aneuploidies chromosomiques constituent des exemples de déséquilibre de dosage
génique. Elles entrainent des malformations au cours du développement et sont pour
la plupart non viables. Mais, du fait des compensations de dosage génique mises en
place en fonction de la quantité de chromosomes X, les aneuploidies des chromosomes
sexuels sont quant a elles souvent viables et représentent la majorité des aneuploi-
dies détectées chez l'enfant. Les plus connues sont le syndrome de Klinefelter et de
Turner. Ces syndromes sont a lorigine d’altérations du développement, de troubles
hormonaux et de stérilité. Les individus « Klinefelter » ont trois chromosomes sexuels
(XXY), soit 47 chromosomes; ce sont des hommes stériles présentant un blocage de
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la spermatogenése avant la méiose. Les individus « Turner » n'ont qu'un chromosome
sexuel (X0), soit 45 chromosomes; ce sont des femmes stériles n'ayant peu ou pas de
gametes matures (perte des ovocytes au cours de la méiose; Heard et Turner, 2011).

» Deécouverte de Uinactivation du chromosome X

En 1948, Murray Barr et son étudiant en thése Edwart G. Bertram (université Western
Ontario, Canada) étudient au microscope des noyaux de neurones de chats par colo-
ration de Nissl (mise en évidence des structures basophiles telles que TARN et TADN).
IIs constatent une différence entre les femelles et les méles dans le noyau de ces cellules
(Barr et Bertram, 1949; Morey et Avner, 2011). Chez les femelles, une petite zone de
chromatine densément colorée est observable a proximité du nucléole. Murray Barr
émet 'hypothése que cette région serait de I'hétérochromatine (condensation de la
chromatine ou les génes ne sont pas transcrits) des chromosomes sexuels. Pour la
premiere fois, ces observations montrent qu'il est possible de sexer des cellules diffé-
renciées deuthériens grace a une simple coloration et un microscope. Cette zone
dense et hétérochromatinienne, présente uniquement chez les femelles, est depuis
connue sous le nom de corpuscule de Barr.

En 1960, le généticien Susumu Ohno (Duarte, Etats-Unis) compare la quantité de
matériel génique présent dans le noyau avec la quantité d’hétérochromatine visible
par coloration. Il montre que des cellules cancéreuses diploides femelles et des cellules
cancéreuses tétraploides males de souris possédent deux chromosomes X et un
corpuscule de Barr. Cependant, dans des cellules tumorales tétraploides de femelles
contenant 4n chromosomes et donc 4 chromosomes X, 2 corpuscules de Barr sont
observés, ce qui sous-entend la présence de 2 X actifs et de 2 X inactifs. Susumu Ohno
remarque que cette hétérochromatine est similaire en taille et en contenu au chro-
mosome X. Il fait le lien entre le chromosome X surnuméraire chez les femelles et
le corpuscule de Barr. Le généticien propose également pour la premiere fois l'exis-
tence d'une compensation de dose entre le nombre de chromosomes X et la quantité
d’autosomes dans chacune des cellules de mammiféres (Morey et Avner, 2011).

Au méme moment, ce sont les hypotheses de la généticienne Mary Lyon (Harwell,
Royaume-Uni) qui sont a l'origine de la compréhension du mécanisme de l'inactiva-
tion aléatoire du chromosome X chez les femelles de mammiféres. Mary Lyon fait le
postulat suivant : le corpuscule de Barr peut étre le chromosome X hérité de la mere
ou bien celui du peére dans différentes cellules d'une méme souris. En effet, en étudiant
le phénotype de souris portant différents alleles d'un géne du chromosome X codant
pour le pelage, la généticienne observe un mosaicisme de la fourrure tachetée ou
mouchetée des femelles rongeurs. Ce mosaicisme de la fourrure est similaire a celui de
la chatte calico décrit plus haut. Mary Lyon propose ainsi pour la premiére fois qu'un
des deux chromosomes X soit inactivé, de fagcon aléatoire, dans toutes les cellules d'un
individu femelle, et cela des le développement embryonnaire précoce. Au milieu des
années 1960, Mary Lyon va plus loin et suggere qu'un centre de contrdle de 'ICX doit
se trouver sur le chromosome X lui-méme, permettant de mesurer le nombre de chro-
mosomes dans chaque cellule et d’initier I'inactivation du chromosome X. Ceci sera
effectivement démontré plus tard par la découverte du centre d’inactivation (Xic, pour
X inactivation center). En hommage a cette chercheuse, le mécanisme d’inactivation
du chromosome X a été nommé «lyonisation» (Lyon, 1961; Morey et Avner, 2011).
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A la méme période, des observations similaires sont faites par Ernest Beutler (Etats-
Unis) chez la femme. Il remarque la présence de deux types différents de globules
rouges dans le sang de patientes porteuses d'une mutation hétérozygote pour le géne
G6PDX (glucose 6-phosphate déshydrogénase, géne porté par le chromosome X).
Ce phénotype sexplique par l'expression de la protéine G6PDX dans les hématies
normales et 'expression de la protéine déficiente dans les hématies pathologiques.

Ayant acquis la certitude que I'un des chromosomes X s’inactivait chez les femelles de
mammiferes, plusieurs laboratoires ont cherché a identifier la région du chromosome
qui pourrait en étre responsable. Bruce Cattanach (Cambridge, Royaume-Uni), dans
les années 1970, propose lexistence d’'un élément de controle du choix du chromo-
some inactivé, le Xce (pour X-choice element). Alors qu'il est attendu une inactivation
aléatoire de I'un ou l'autre chromosome X, il apparait que le choix du chromosome X
inactivé est parfois biaisé. En effet, Bruce Cattanach croise plusieurs lignées différentes
de souris et réalise que certaines portent un chromosome X plus résistant a I'inactiva-
tion que d’autres (Morey et Avner, 2011). Ce biais dans le choix suggere une influence
de la séquence nucléotidique précise du X sur le processus de choix. Aujourd’hui
encore, la nature exacte du Xce reste inconnue, plusieurs loci sont impliqués. Par
ailleurs, le Xce n’a pas pu étre mis en évidence chez I’humain, probablement du fait de
la difficulté de ce type d’analyse chez cette espece.

Peu de temps apres, plusieurs équipes vont s'intéresser a la mécanistique de l'inactivation
et du choix du chromosome X inactivé. Chez certains patients, il est possible de mettre
en évidence des translocations réciproques entre régions du chromosome X et régions
de chromosomes autosomiques. De facon surprenante, seule une partie de la trans-
location du chromosome X est inactivée, suggérant qu'il existe une région du X qui est
nécessaire a I'inactivation. Différents laboratoires ont ensuite réalisé des translocations
chez la souris, pour déterminer la région nécessaire et suffisante du chromosome X qui
permet l'inactivation transcriptionnelle de l'autosome receveur. Sohaila Rastan (Clinical
Research Center, Royaume-Uni) réduit cet élément de contrdle a un intervalle denviron
1000 kilobases (Rastan, 1983; Morey et Avner, 2011). Cet intervalle, suffisant pour initier
I'ICX, sera réduit en taille et mieux caractérisé par I'étude de transgenes, et plus récem-
ment par des approches mettant en évidence la conformation tridimentionnelle de cette
région, réalisées par 'équipe d’Edith Heard (Institut Curie, France). Linactivation du
chromosome X dépend donc d’une petite région, le Xic (figure 3.2). Quand le Xic est
délété, le chromosome X porteur de la délétion nest pas inactivé. Une autre fonction du
Xic est de permettre le comptage du nombre de chromosomes X dans la cellule et de
n'initier l'inactivation que dans les cellules diploides contenant deux chromosomes X.

Suite a ces découvertes fondamentales pour la compréhension de l'inactivation du
chromosome X, plusieurs laboratoires ont analysé en détail le Xic. En 1991, le géne
XIST (X-inactive specific transcript) y est découvert, a la fois chez 'homme et la souris
(Brown et al., 1991; Morey et Avner, 2011; figure 3.2).

Le geéne XIST est transcrit uniquement a partir du chromosome X inactif dans les
cellules somatiques femelles. Il s’avere étre 'acteur majeur et le premier élément molé-
culaire de controle de I'inactivation découvert. En 1996, l'intérét se porte sur '’ARN du
geéne XIST. Des études moléculaires montrent que 'TARN Xist n'a pas de cadre ouvert
de lecture et ne produit donc pas de protéine. Il s’agit d'un long ARN non codant,
de pres de 17 kilobases, localisé uniquement dans le noyau (Morey et Avner, 2011).
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Figure 3.2. Le centre d’inactivation du chromosome X (Xic).

Chezla souris, le Xic se définit comme la région minimale et suffisante pour permettre l'initiation de 'ICX.
Cette région comprend plusieurs génes codant des protéines et des longs ARN non codants, dont RNF12,
XIST et TSIX. Ces derniers sont des acteurs majeurs de 'ICX chez la souris. Les promoteurs des génes
XIST et TSIX se situent dans deux domaines topologiques (TAD) différents, dans lesquels résident leurs
séquences régulatrices. Les TAD de XIST et TSIX s'étendent respectivement sur environ 550 kb et 330 kb.
TAD : topologically associating domain; Xic : X inactivation center; kb : kilobases. Figure créée sous
BioRender.com.

Par des techniques d’hybridation in situ par fluorescence de TARN (FISH), XIST est
visualisé dans les noyaux de cellules somatiques femelles, au niveau du chromosome X
inactif, quil recouvre complétement (figure 3.3). La création de mutants de souris,
délétés pour le gene XIST, par I'équipe de Rudolph Jaenish (Massachusetts Institute
of Technology, Etats-Unis), permet ensuite d'observer que I'TCX ne peut étre mise en
place en absence de XIST, ce qui entraine une 1étalité de tous les embryons femelles.
Peu de temps apres, le laboratoire de Jeannie Lee (Harvard, Etats-Unis) découvre la
présence d’'un ARN non codant, transcrit en antisens de XIS7, et le nomme TSIX (Lee
et al., 1999). Chez la souris, 'TARN TSIX réprime XIST en cis, c'est-a-dire sur le méme
chromosome. Il est donc logiquement exprimé uniquement a partir du chromosome
actif. Sa délétion sur un des deux chromosomes X entraine I'inactivation préférentielle
de ce dernier, et dans des cellules males, la perte de TSIX slaccompagne d’'une expres-
sion aberrante de XIST. Ces expériences démontrent la nécessité de XIST et de sa
bonne régulation par TSIX pour le développement des femelles chez les mammiferes.

Entre les années 2000 et 2020, un grand nombre d’acteurs ont été découverts en lien
avec l'inactivation du chromosome X : son initiation, son maintien, la régulation du
géne XIST, mais aussi le choix du futur chromosome X inactif et le comptage du
nombre de X par rapport aux autosomes. I’étude des boucles de la chromatine, c’est-a-
dire des régions d’interactions a distance de 'ADN, a 'échelle du génome, a permis une
meilleure compréhension de la régulation génique. En 2012, trois laboratoires'? ont

découvertl'existence de compartiments génomiques, tout le long du génome, conservés

12. Dirigés par Giacomo Cavalli (Institut de génétique humaine, France), Edith Heard (Institut Curie,
France), et Bin Ren (université de Californie, San Diego, Etats-Unis).
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Figure 3.3. Mécanismes moléculaires de l'inactivation du chromosome X chez la souris.

La mise en place de I'inactivation du chromosome X se fait au cours du développement/différenciation
cellulaire, lorsque la cellule sort de son état de pluripotence. Il existe une boucle de rétrocontrdle entre
l'expression des facteurs de pluripotence et l'expression de 'ARN non codant XIST. Chez la souris, la
transcription de X/ST a partir du futur chromosome X inactif initie ce processus. CARN XIST recouvre
complétement ce chromosome et agit comme une plateforme d’accueil pour les acteurs moléculaires
de l'inactivation. Il y a tout d’abord exclusion de 'ARN polymeérase II (1). Puis XIST recrute I'histone
désacétylase HDAC3 par lintermédiaire de la protéine SPEN. Cela permet d’initier Iinactivation
transcriptionnelle des génes précoces (2). Puis les complexes répressifs Polycomb 1 et 2 sont recrutés et
apposent les marques d’histone répressive H2AK119Ub et H3K27me3 respectivement (3). Les genes situés
le long du chromosome X continuent a s’inactiver progressivement, jusquaux plus tardifs, les derniers
geénes éteints. En revanche, certains génes échappent a l'inactivation du chromosome X, les «escapees »,
dont font partie les génes de la région pseudo-autosomale (PAR) ainsi que d’autres génes répartis le
long du chromosome X. Une fois I'inactivation du chromosome mise en place, elle est maintenue de
fagon stable au cours des divisions cellulaires. L'apposition de méthylation au niveau des cytosines des
promoteurs des génes inactivés par TADN méthyltransférase 1, DNMT1, permet cette maintenance (4).
ac : groupement acétyl; me : groupement méthyl; ub : ubiquitination; PAR : région pseudo-autosomale;
pol I : ARN polymérase II; PRC1 : complexe répressif Polycomb 1; PRC2 : complexe répressif Polycomb 2;
Xa : chromosome X actif; Xi : chromosome X inactif. Figure créée sous BioRender.com.

entre les especes. Ces domaines représentent des régions génomiques contenant des
boucles de chromatine qui interagissent préférentiellement entre elles, par exemple
une région enhancer et son promoteur. Ces domaines d’interactions préférentielles
ont été nommés domaines topologiques (TAD, topologically associating domains).
De facon trés intéressante, Edith Heard et son étudiant en these Elphége Nora (Institut
Curie, France) ont montré que le Xic est partagé entre deux TAD : I'un comprenant le
promoteur de XIST et ses séquences régulatrices et le second comprenant le promo-
teur de TSIX et ses séquences régulatrices (Nora et al., 2012) (figure 3.2). Nous allons
détailler dans les sections suivantes les mécanismes moléculaires de l'inactivation du
chromosome X, et sa mise en place au cours du développement, en soulignant les
différences de modalités identifiées entre les especes.
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» La puissance des modeéeles murins

Ces derniéres années, le domaine de I'épigénétique a vécu une révolution techno-
logique qui a permis de faire grandement avancer la compréhension mécanistique de
I'ICX. L'hétérochromatinisation du chromosome inactif et les modifications chroma-
tiniennes associées ont pu étre observées grace au développement et a la production
d’anticorps spécifiques contre les différentes marques d’histone, ce qui a contribué a
I'étude de la méthylation de 'ADN et a la mise en évidence de la conformation tridi-
mensionnelle du génome. Lutilisation des cellules souches embryonnaires de souris
(mES) a ouvert la voie des études mécanistiques de I'ICX, grice a la puissance de ce
modeéle. En effet, les cellules mES femelles ont deux chromosomes X actifs en culture.
En modifiant ces conditions de culture, il est possible d'induire une voie de différencia-
tion in vitro; 'ICX se met alors en place aléatoirement et récapitule ce qui est observé
dans I'embryon post-implantatoire (voir section «Le cycle d’inactivation du chromo-
some X chez les rongeurs, un modele a part?»). La modification de l'expression des
genes du futur X inactif, les changements de paysages chromatiniens et le recrutement
des facteurs associés a Xist ont été caractérisés par différentes techniques telles que
I'immunofluorescence combinée au RNA-FISH (RNA-fluorescence in situ hybridiza-
tion) et 'immunoprécipitation de la chromatine. Récemment, le développement des
techniques de séquencage a haut débit et de spectrométrie de masse a permis l'étude
de la transcription alléle-spécifique, de la conformation du génome par techniques
de type 3C (chromosome conformation capture), mais aussi de toutes les protéines
associées a 'ARN non codant XIST au cours de l'inactivation (immunoprécipitation
de 'ARN suivi par spectrométrie de masse).

Ces études ont pu étre conduites de facon dynamique, au cours de l'inactivation du
chromosome X chez la souris, et ont permis de détailler plus précisément l'initiation, la
propagation, puis le maintien de I'état silencieux au cours du développement (figure 3.3).
Cette section met en exergue des mécanismes découverts chez les rongeurs. Leur iden-
tification pour d’autres espéces euthériennes nécessite des études complémentaires.

Linitiation de Uinactivation

La pluripotence définit la faculté d'une cellule a se différencier en cellule du méso-
derme, de l'endoderme ou de l'ectoderme, c’est-a-dire en une cellule de l'un des trois
feuillets embryonnaires. Les cellules pluripotentes sont maintenues dans cet état par
l'expression de genes codant des facteurs dits «de pluripotence». Les cellules pluri-
potentes issues d'organismes femelles possedent deux chromosomes X actifs. Lorsque

ces cellules sortent de leur état de pluripotence et s'engagent dans une voie de diffé-
renciation, elles initient I'inactivation de 'un des deux chromosomes X (figure 3.3).

Ainsi, il existe un rétrocontrdle négatif entre les facteurs de pluripotence et l'initia-
tion de 'ICX. Des chercheurs ont découvert que les facteurs de transcription liés a la
pluripotence NANOG (codé par le gene NANOG homeobox), OCT3/4 (codé par le
géne POUSFI, POU class 5 homeobox 1) et SOX2 (codé par le géne sex determining
region Y-box 2) se fixent au locus de XIST réprimant son expression dans les cellules
pluripotentes. De plus, les facteurs de transcription de pluripotence REX1 (codé par le
géne RNA exonuclease 1), KLF4 (codé par le géne Kruppel-like transcription factor 4)
et C-MYC (codé par le gene myelocytomatosis oncogene) activent l'expression de
TSIX en se liant a son promoteur. Au cours des premiéres phases du développement
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embryonnaire et dans les cellules souches embryonnaires pluripotentes, ces facteurs
répriment donc l'expression de Xist soit directement, soit en activant 7SIX (Morey et
Avner, 2011). Mais lorsque les cellules se différencient, l'expression de ces facteurs de
pluripotence décroit, permettant l'initiation de 'expression de XIST et donc la mise
en place de I'TCX. A l'inverse, il a été montré, dans des embryons délétés pour XIST,
que l'absence de compensation de dose empéchait la répression transcriptionnelle des
geénes de pluripotence et I'entrée en différenciation des cellules. En effet, il semblerait
que I'ICX doive étre initiée dans les cellules femelles pour que ces derniéres puissent se
différencier correctement. Ainsi, les cellules mES femelles présentent un léger retard
de différenciation par rapport aux mES males in vitro. La présence de 2 chromosomes
actifs pourrait bloquer la sortie de pluripotence et la mise en place de l'inactivation
spécifique aux femelles et ainsi expliquer ce retard. Si les cellules femelles perdent un
chromosome X et deviennent X0, elles se comporteront comme des cellules males.

Dans ce processus d’initiation de I'ICX, la protéine RNF12, pour Ring Finger Protein
12, aussi appelée RLIM, joue également un role prépondérant pour activer 'expression
de XIST. Cette ubiquitine ligase E3 est impliquée dans la dégradation de protéines.
Laction de RNF12 est dose-dépendante et cette protéine est codée a partir du chro-
mosome X (Morey et Avner, 2011). Chez les individus XX femelles, la double dose de
RNF12 est suffisante pour réprimer REX1 et activer l'expression de XIST. Mais chez
le male XY, une seule dose n'est pas suffisante pour dégrader de maniére ciblée REX1,
qui continue d’activer TSIX et donc de réprimer XIST.

Une fois le géne XIST activé a partir d'un des chromosomes X, sonlong ARN non codant
recouvre progressivement le chromosome a partir duquel il est transcrit et participe a
son inactivation. LARN XIST est un trés long transcrit, dont la séquence est trés peu
conservée au cours de lévolution des euthériens, a 'exception de plusieurs régions
répétées en tandem. Ces régions sont importantes et permettent le recrutement de
facteurs indispensables a l'inactivation transcriptionnelle du chromosome X. La délé-
tion de ces régions répétées influe directement sur la mise en place de l'inactivation,
le recrutement de XIST sur le chromosome et l'extinction génique.

LARN XIST agit donc comme une plateforme de recrutement de cofacteurs. Son
ancrage a des régions spécifiques de la chromatine permet le recrutement du
co-represseur SPEN (Spen family transcriptional repressor) au niveau des promoteurs
et des séquences activatrices. Cette protéine est impliquée dans la repression transcrip-
tionnelle. SPEN interagit a son tour avec TARN polymérase II et I'histone désacétylase
HDACS (figure 3.3). Il y a alors exclusion de 'ARN polymérase II et hypoacétylation du
futur X inactif. Cela conduit a l'extinction transcriptionnelle d'un premier groupe de
génes du chromosome X (dits « génes précoces ») situés au niveau des sites d’ancrage
de TARN XIST.

La propagation de linactivation

Le recouvrement de la totalité du chromosome X par les molécules ’ARN XIST va se
poursuivre et entrainer l'extinction transcriptionnelle des geénes dits «tardifs» sur le
chromosome X (figure 3.3). Apres la perte des marques chromatiniennes activatrices
sur le futur chromosome X inactif, il y a apposition de marques d’histones répressives.
Les complexes répressifs Polycomb (PRC1 et PRC2) sont recrutés par les séquences
répétées de XIST et conduisent respectivement a l'ubiquitination de la lysine 119
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de Thistone 2 (H2AK119ub) et a la triméthylation de la lysine 27 de l'histone 3
(H3K27me3) (Morey et Avner, 2011). A ce jour, seules les marques chromatiniennes
les mieux caractérisées ont été recensées, mais d’autres marques d’hétérochromatine
interviennent, comme certains variants d’histones et d’autres modificateurs épigéné-
tiques. A ce stade, tous les génes du chromosome X inactif sont transcriptionnellement
réprimés, a l'exception des geénes qui échappent a l'inactivation notamment dans la
région pseudo-autosomale.

La maintenance

Une fois mise en place, 'inactivation du chromosome X se propage de maniére clonale,
des cellules meres aux cellules filles, a travers des centaines de divisions cellulaires
grice a des mécanismes épigénétiques différents. Lorsque l'inactivation a eu lieu, les
génes éteints sont méthylés au niveau des cytosines de leur promoteur. Cet état est
maintenu au cours des divisions cellulaires sous 'action de TADN méthyltransférase 1
(DNMT1), spécialisée dans le maintien et la mémoire de l'information épigénétique
(Morey et Avner, 2011; figure 3.3). Lutilisation de drogue induisant une hypométhy-
lation de 'ADN a conduit a la réactivation de nombreux genes sur le chromosome
inactif. La méthylation de TADN est donc importante pour le maintien de I'inactiva-
tion, contrairement a XIST. En effet, une délétion du géne XIST, une fois 'TCX mise en
place, a un effet mineur sur quelques génes, suggérant un role dans l'initiation, mais
pas dans le maintien global de 'inactivation.

L’étude de la conformation tridimensionnelle du génome a, quant a elle, permis l'ob-
servation d’une structure spécifique du chromosome X inactif. Lors de 'ICX, les TAD
disparaissent et font place a seulement deux « mégadomaines» le long du chromo-
some inactif. La délimitation des domaines d’interaction, les TAD, et les régulations
de 'ADN a courtes et moyennes distances sont perdues, sauf dans les régions ot sont
localisés les génes qui échappent a l'inactivation. La perte des TAD, pour 'ensemble
des génes inactivés, semble étre précédée par l'extinction transcriptionnelle des génes
et pourrait jouer un role dans le maintien de l'inactivation au cours du temps.

Enfin, il est connu depuis les années 1990 que les deux chromosomes X des mammi-
féres se répliquent de maniére asynchrone. En utilisant des cellules hybrides
souris-humains en culture et en étudiant leur ADN nouvellement synthétisé, des cher-
cheuses ont découvert que le gene HPRT (Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1)
est répliqué au début de la phase S sur le chromosome X actif, et en fin de phase S sur
le chromosome X inactif. De plus, lorsque le géne HPRT est réactivé sur le chromo-
some X inactif, il se réplique plus rapidement. Cela supporte I'idée d’'une relation entre
réplication et transcription. Cette réplication asynchrone pourrait aussi jouer un réle
dans le maintien de I'inactivation du chromosome X au cours du temps.

» Le cycle d’inactivation du chromosome X chez les rongeurs,
un modele a part?

L'inactivation du chromosome X est mise en place tres tot au cours du développement
embryonnaire. Comme les mécanismes de I'ICX, le cycle d’inactivation/réactiva-

tion du chromosome X au cours du développement a été particulierement étudié
chez la souris. Ce modeéle mammifere est en effet facilement accessible et a permis
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le développement et l'utilisation d’outils génétiques nombreux et puissants. Plusieurs
laboratoires ont étudié I'ICX dans des embryons murins méles et femelles, au départ
par FISH et immunofluorescence, puis plus récemment par transcriptomique alléle-
spécifique a I'échelle de la cellule unique (Borensztein et al., 2017). Toutes ces données
permettent aujourd’hui d’avoir une idée précise de la dynamique d’inactivation et de
réactivation des chromosomes X dans les tissus embryonnaires et extra-embryonnaires
de cette espéce (figure 3.4).

Chez la souris, une premiére vague d’inactivation seffectue tres rapidement apres la
fécondation. Lors de l'activation du génome zygotique, les deux chromosomes X sont
activement transcrits, et TARN XIST est exprimé uniquement a partir du chromo-
some paternel. En effet, lembryon hérite de la lignée germinale maternelle un alléle
de XIST réprimé par la présence d'un domaine répressif, caractérisé par la triméthy-
lation de la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27me3) au niveau du promoteur de XIST.
Il s'agit d'un mécanisme dempreinte génomique non canonique qui conduit a une
inactivation de XIST sur le chromosome X maternel; seul le chromosome X paternel
exprime Xist et initie I'inactivation. Lactivation transcriptionnelle monoallélique de
XIST est donc non aléatoire, puisque soumise a empreinte génomique parentale
(voir chapitre 4), et observable dans 'embryon préimplantatoire et les tissus extra-
embryonnaires. Dés le stade 4 cellules, les premiers génes le long du chromosome X
paternel sont éteints, jusqu’a une extinction presque complete de ce chromosome au
stade blastocyste. Une fois éteint, le chromosome X paternel reste inactivé dans les
tissus extra-embryonnaires jusqu’a la fin de la gestation (figure 3.4). En cas de délétion
du géne XIST situé sur le X paternel, l'allele maternel ne peut pas prendre le relais.
L'allele maternel XIST ne peut étre transcrit avant le stade blastocyste, stade auquel
I'empreinte non canonique portée par H3K27me3 est effacée. Cela conduit a une déré-
gulation majeure des génes du X, principalement dans les tissus extra-embryonnaires.
Le placenta ne se développe pas de facon appropriée et perd son réle nutritionnel dans
le développement du feetus, conduisant a une létalité.

Au stade blastocyste, la premiere différenciation cellulaire contribue a la mise en place
du trophectoderme (a l'origine du placenta) et de la masse cellulaire interne (MCI),
qui elle-méme donnera 'endoderme primitif (a 'origine du sac vitellin) et les cellules
de I'épiblaste (futur foetus). Au stade blastocyste, le statut du chromosome X est extré-
mement dynamique et transitoire. En quelques heures, le chromosome X paternel va
étre réactivé uniquement dans les cellules pré-épiblastiques. Ces cellules formeront
I'individu en lui-méme et sont a l'origine des cellules souches embryonnaires murines
(mES), ce qui explique la présence de deux chromosome X actifs dans ces derniéres
(figure 3.4). L'inactivation soumise a l'empreinte parentale est maintenue dans les
tissus extra-embryonnaires, mais perdue dans les cellules du futur embryon.

Rapidement aprés limplantation de l'embryon, une seconde vague d’inactivation
se produit dans les cellules de Iépiblaste autour de 6-6,5 jours de développement.
Cette fois-ci, 'ICX se fait de maniere aléatoire entre le chromosome X maternel et
le chromosome X paternel (figure 3.4). Linactivation est ensuite stable, maintenue
et transmissible au cours des divisions cellulaires dans les différents tissus. La moitié
des cellules somatiques exprime donc le chromosome paternel et 'autre moitié le
maternel. Ainsi, toutes les souris femelles XX sont mosaiques dans l'expression des
genes localisés sur le chromosome X.
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Cependant, un événement spécifique d’effacement de I'état silencieux du chromosome
a lieu dans les cellules germinales primordiales. En effet, ces cellules, a l'origine des
futurs gametes, subissent une reprogrammation épigénétique globale et drastique de
leur génome, se caractérisant par un profond remodelage de la chromatine, une démé-
thylation globale du génome, un effacement des marques de l'empreinte parentale (voir
chapitre 4), accompagnés d’'une réactivation du X inactif pour les femelles (figure 3.4).
Dans tous les cas, la reprogrammation germinale est essentielle pour la spécialisation
des cellules reproductrices et la perpétuation de l'espece. Chez les femelles, avant trans-
mission a la future génération, le chromosome X inactif est réactivé dans les cellules
primordiales germinales, 'TARN Xist est perdu, les marques répressives de la chroma-
tine effacées et les génes réexprimés. Il existe donc un véritable cycle d’inactivation
puis de réactivation du chromosome X au cours de I'embryogenése.

Bien que I'ICX aléatoire ainsi que la réactivation du chromosome X dans la lignée
germinale semblent conservées chez les euthériens, la présence de deux vagues d’inac-
tivation successives est une particularité des rongeurs, acquise au cours de I'évolution.
Une hypothese pouvant expliquer cette singularité est un développement préim-
plantatoire rapide chez la souris, avec une activation transcriptionnelle du génome
embryonnaire et une implantation précoces, pouvant nécessiter la mise en place
rapide de la compensation de dose génique.

» Diversité du processus d’inactivation du chromosome X
chez les euthériens

La grande majorité des études portant sur l'inactivation du chromosome X chez les
mammiféres a été menée chez la souris, comme décrit précédemment. Pendant de
nombreuses années, le cycle et les mécanismes d’inactivation du chromosome X
étudiés chez cette espéce ont été tenus pour représentatifs du processus chezl'ensemble
des mammiferes euthériens.

Ce n'est que dans les années 2010 que des chercheurs spécialistes du développement
des embryons de mammiféres euthériens non murins, dont Jean-Paul Renard et
Véronique Duranthon (INRAE, France), conscients des différences importantes de
régulation de l'expression des genes au cours des premieres étapes du développement
des différentes especes, posent la question de la conservation des mécanismes chez
les euthériens. Comme chez la souris, ils utilisent des techniques de RNA-FISH pour
mettre en évidence dans chaque cellule l'expression et 'accumulation de XIST. En
collaboration avec I'équipe d’Edith Heard, ils étudient 'ICX dans des embryons de
lapin et dans des embryons humains, dont l'activation transcriptionnelle du génome
est beaucoup plus progressive et tardive que chez la souris (stade 8 cellules chez le lapin
et 4-8 cellules chez 'humain) (Morey et Avner, 2011; Okamoto et al., 2011). Ainsi, ils
mettent en évidence pour la premiére fois une grande diversité dans la cinétique et la
régulation de linitiation de l'inactivation du chromosome X parmi les mammiferes
euthériens (figure 3.5).

En effet, les embryons de lapin et humains ne suivent pas du tout le cycle d’inactiva-
tion précédemment décrit. Contrairement a la souris, I'expression de XIST dans ces
embryons n'est pas soumise a l'empreinte parentale. Dés l'activation transcription-
nelle du génome (stade 8 cellules chez le lapin et 4-8 cellules chez 'humain), TARN
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XIST est exprimé de facon biallélique dans les embryons femelles, mais également de
facon transitoire a partir du chromosome X maternel dans les embryons méles. Une
telle expression de XIST maternel entre l'activation du génome et le stade blastocyste
n‘avait jamais été observée chez la souris.

Au stade blastocyste, I'accumulation du transcrit XIST le long du chromosome X est
détectée uniquement chez les embryons de lapins femelles, et toujours de fagcon biallé-
lique dans pres d’'un quart des cellules du trophectoderme. Ce nest que plus tard, apres
environ 24 heures, que 'accumulation de 'TARN XIST sur un seul chromosome est
observée dans ces cellules trophoblastiques de lapin, qui ont alors acquis le comporte-
ment habituel d’'une cellule somatique. Dans la masse cellulaire interne du blastocyste
de lapin, c’est aussi plus tardivement (120 h post coitum) que 'accumulation de XIST
est détectable sur un ou sur les deux chromosomes X (Okamoto et al., 2011). Il n'y a
donc pas de réactivation d’'un X paternel préalablement inactivé avant une inactivation
aléatoire, comme on l'observe chez la souris dans ce compartiment embryonnaire, mais
plutdt une mise en place progressive de 'inactivation d'un chromosome X. Enfin, la
répression transcriptionnelle des génes du chromosome X chez les embryons femelles
de lapin ne commence qu’au stade blastocyste et peut se produire sur les deux chro-
mosomes lorsque deux domaines d’accumulation de XIST sont en place. Chez cette
espéce, l'enrichissement en H3K27me3 semble étroitement associé a I'accumulation
de XIST sur les chromosomes X (figure 3.5).

L'analyse de blastocystes humains issus de procréation médicalement assistée montre
également une accumulation biallélique de XIST chez les embryons femelles et mono-
allélique chez les males (Okamoto et al., 2011). Mais, de facon différente a la fois du
lapin et de la souris, cette accumulation sest avérée étre découplée de la répression
transcriptionnelle des génes du chromosome X. En effet, les génes chez 'humain ne
semblent pas montrer d’expression monoallélique au stade blastocyste. Cest la premiére
mise en évidence d'une accumulation de XIST découplée de l'inactivation du chromo-
some X correspondant au cours du développement. Une étude récente des groupes
de Fredrik Lanner et Rickard Sandberg (Institut Karolinska, Suéde; Petropoulos et al.,
2016) se basant sur des méthodes d’études du transcriptome alléle-spécifique (mettant
a profit des polymorphismes au niveau d’'un nucléotide unique, le single nucleotide
polymorphism, ou SNP, portés par le chromosome X pour distinguer l'origine parentale
des alléles exprimés) et couplées a des analyses en cellule unique, confirme l'expres-
sion biallélique de la majorité des génes du chromosome X dans le blastocyste humain.
Les auteurs suggerent également l'existence transitoire d'une compensation de dose
génique, avant I'ICX, appelée «dampening» sur les deux chromosomes.

Chez les animaux d’élevage, linactivation du chromosome X et l'expression de
XIST ont été étudiées depuis les années 2000, mais les conclusions restaient incer-
taines car variables selon les techniques utilisées : analyse par RT-PCR (Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction) de 'expression du transcrit XIST au cours
du développement préimplantatoire, comparaison de l'expression de XIST et de genes
du chromosome X entre embryons méles et femelles, entre embryons fécondés,
parthénotes et androgénotes (embryons issus d'une reproduction uniquement a
partir de gameétes femelles ou males respectivement), utilisation de SNP pour détecter
l'expression mono ou biallélique de XIST et son origine parentale. Finalement, les
études les plus récentes, parce quelles utilisent des méthodes plus appropriées de
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Figure 3.5. Diversité du processus d’inactivation du chromosome X chez les euthériens.

Au sein du clade des mammiféres euthériens, il existe une trés grande variété dans le processus d'initiation
de l'inactivation du chromosome X. Les deux vagues d’inactivation observées chez la souris semblent étre
une exception au cours de évolution. Chez 'homme, la transcription de TARN XIST débute dés I'activation
du génome embryonnaire, a partir des deux chromosomes X. Linactivation transcriptionnelle des génes
pourrait commencer trés tardivement dans l'embryon post-implantatoire humain, de fagon aléatoire. Chez le
macaque, l'inactivation est uniquement aléatoire également. Tout d’abord, les chromosomes X de macaques
sont actifs, recouverts par 'TARN XIST et enrichis en marques d’histones répressives H3K27me3. Au cours
du développement, linactivation d'un des deux chromosomes a lieu, et seul ce chromosome conserve
l'accumulation de 'ARN XIST et de H3K27me3 apres limplantation. Ce méme processus a lieu dans les
cellules du trophectoderme et plus tardivement dans la masse cellulaire interne. Chez le lapin, I'inactivation est
également aléatoire et semble plus précoce dans le trophectoderme que dans la masse cellulaire interne. Chez le
bovin, linitiation de l'inactivation est observée dés le stade blastocyste précoce, bien que la compensation
de dosage génique semble bien plus tardive. Enfin, chez le porc, I'inactivation est seulement observée dans
I'épiblaste apres implantation. Epi : épiblaste mature; MCI : masse cellulaire interne; TE : trophectoderme;
] : jour de développement; Ma : millions d'années; Xm : chromosome X maternel; Xp : chromosome X
paternel; X : chromosome actif; X : chromosome inactif. Figure créée sous BioRender.com.
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transcriptomes sur cellules uniques, de facon allele-spécifique, apportent des résul-
tats moins controversés (Ramos-Ibeas et al., 2019). Ainsi, dans l'embryon de porc,
les analyses utilisant des SNP portés par les genes du chromosome X ont d’abord
permis d’écarter 'hypothese d'une ICX soumise a empreinte parentale. Les analyses
en RNAseq (RNA sequencing) sur cellules uniques montrent que la compensation
de dosage génique pour les génes du chromosome X entre embryons femelles et
males n'est atteinte que tardivement. En effet, elle n’est observée dans I'épiblaste des
embryons sphériques que 10-11 jours apres fécondation, c’est-a-dire juste avant le
début de I'élongation des annexes extra-embryonnaires précédant, chez les ongulés,
I'implantation tres tardive (jour 14 chez le porc). Cette compensation de dosage
génique est concomitante de l'apparition de domaines de H3K27me3 sur 'un des
chromosomes X de chaque cellule épiblastique (figure 3.5).

Chez le cheval, XIST est surexprimé chez les embryons femelles aux stades 8 cellules,
morula et blastocyte. L'inactivation du chromosome X ne semble pas soumise a
I'empreinte parentale et la compensation de dosage génique entre chromosomes X et
autosomes ne débute pas avant le stade blastocyste.

Dans I'embryon bovin, a partir de I'activation transcriptionnelle du génome embryon-
naire (8-16 cellules dans cette espéce), 'expression de XIST est plus forte dans les
embryons femelles que dans les embryons males. Les premiers signes d’initiation de
I'ICX chez le bovin apparaissent dés le stade morula avec la mise en évidence par RNA-
FISH des premiéres accumulations de XIST dans les noyaux des embryons femelles.
Comme chez le lapin, il y a coexistence au sein des embryons de cellules présentant
l'accumulation de XIST sur 0, 1 ou 2 chromosomes X, mais le pourcentage de cellules
présentant 'accumulation de XIST sur un seul chromosome X va croissant au fur
et a mesure du développement femelle. La colocalisation de XIST avec H3K27me3
nest visible qu’a partir du stade blastocyste a 7 jours de développement. Pourtant,
chez cette espéce, le dimorphisme sexuel dans l'expression génique est encore trés
marqué a ce stade, et la compensation de dosage génique entre embryons males et
femelles ne semble apparaitre quentre 11 et 14 jours, soit, comme chez le porc, juste
avant ou au tout début de I'élongation des annexes extra-embryonnaires, qui précede
I'implantation au 20¢ jour (figure 3.5).

La découverte d’exceptions au modéle murin d’inactivation du chromosome X a
connu un rebondissement majeur en 2021, avec la description détaillée de la cinétique
d’ICX au cours du cycle de vie du macaque, par Ikuhiro Okamoto et Mitinori Saitou
(Institut Riken, Japon; Okamoto et al., 2021). Chez le macaque, l'inactivation du
chromosome X se fait seulement apres 'implantation, au 9¢ jour, dans les tissus extra-
embryonnaires et, beaucoup plus tard, au 17¢ jour, dans les lignages embryonnaires
dérivés de la masse cellulaire interne (figure 3.5). Les processus moléculaires et leur
lien avec l'inactivation différent aussi de ce qui est connu chez les autres espéces. En
effet, l'accumulation de XIST et des marques d’histones H2AK119Ub et H3K27me3 se
fait d'abord sur les deux chromosomes X actifs. Ensuite, XIST puis les histones répres-
sives sont séquentiellement éliminées du chromosome X qui restera actif. A l'inverse,
le futur X inactif conserve ces marques, et l'inactivation transcriptionnelle commence
a peine. Il y a donc ici un découplage pendant une longue période (jusqu’a 14 jours)
entre 'accumulation de XIST autour du chromosome X et le recrutement des histones
répressives d’'une part, et I'inactivation transcriptionnelle d’autre part. Dans les cellules
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germinales primordiales de macaques, la réactivation du chromosome X a lieu tres tot
au cours du développement, ce qui conduit a une expression biallélique des génes du
chromosome X dans la lignée germinale.

Finalement, I'étude fine des cinétiques d’accumulation de XIST et de I'apposition des
marques d’histones répressives dans différentes especes d'euthériens montre claire-
ment que le modele murin, bien que tres étudié, est insuffisant pour rendre compte
des processus chez I'ensemble des euthériens. Au contraire, de nombreuses différences
existent entre espéces et sont importantes a explorer.

» Avantages et pathologies liés a Uinactivation
du chromosome X

La reproduction sexuée, qui implique lintervention de deux génomes parentaux,
permet a l'espece un brassage des alléles dans la population, ainsi qu'une meilleure
adaptabilité face a 'apparition de mutations. En effet, la présence de deux copies de
chaque gene est avantageuse lorsqu'une des copies présente une mutation délétere.
Ceci reste vrai pour le chromosome X chez les femelles. De plus, dans la lignée germi-
nale femelle, les deux chromosomes X peuvent recombiner lors de la méiose et éviter
l'accumulation de mutations décrite pour le chromosome Y.

Dans le cas des chromosomes hétérogamétiques males, la mutation d'un gene du
chromosome X (mutation liée a '’X) ne pourra pas étre «secourue» par l'autre alléle.
Les mutations chez le male se manifestent donc car ils sont hémizygotes, c’est-a-dire
que les genes du chromosome X chez le méle sont présents en une seule copie dans un
organisme pourtant composé de cellules diploides. Chez la femelle, 'hétérogénéité de
l'expression des génes diploides du chromosome X a pour conséquence des différences
d’expression entre les cellules a I'échelle du tissu, de lorgane et de l'individu. Deux
cellules pourtant cote a cote peuvent ainsi exprimer différents répertoires géniques.
La possibilité d’hétérozygotie est unique chez les individus XX pour les génes portés
par le chromosome X (a l'exception de la PAR). Ceci donne donc un avantage adaptatif
crucial aux femelles, dans le cas de mutations déléteres récessives. En effet, l'inactiva-
tion aléatoire du chromosome X introduit une diversité phénotypique. Chez la femme,
la moitié seulement des cellules exprimerait l'allele muté dans le cas d'une mutation
sur le chromosome X.

Par exemple, la dysplasie ectodermique hypohidrotique est une maladie qui touche
les cellules dérivées du feuillet embryonnaire de l'ectoderme (poils, muqueuse, dents).
Dans la forme liée a I'’X, les femmes sont asymptomatiques ou présentent un phéno-
type léger a modéré. Chez les hommes en revanche, cette maladie est plus grave. Elle
entraine une diminution, voire une absence de sudation, une intolérance a la chaleur,
une absence partielle ou totale de denture, une dystrophie faciale, des atteintes
digestives et/ou pulmonaires. Chez la femme, plus l'inactivation se fera sur le chro-
mosome X portant la mutation, plus nombreuses seront les cellules normales et plus
atténué sera le phénotype.

Dans le cas de certaines mutations liées a I'X, les cellules exprimant la copie non
mutée auront un avantage développemental, une meilleure aptitude a la survie, a
la division et a la différenciation cellulaire. La patiente pourra alors présenter une
inactivation biaisée, préférentiellement vers le chromosome portant la copie mutée.
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Dans ce cas, la mutation n'influe pas sur le choix du chromosome éteint, mais plus
tard sur la survie cellulaire. Cela permet de diminuer 'impact de certaines mutations
du chromosome X chez les femmes.

Enfin, de nombreux genes impliqués dans le systéeme immunitaire sont localisés sur le
chromosome X, ainsi que des génes «suppresseurs de tumeur ». Plusieurs de ces génes
font partie des génes dont I'échappement est facultatif. Ces genes échappent a 'ICX
dans certaines cellules, et ici spécifiquement dans certaines cellules immunitaires. Cela
entraine un dimorphisme sexuel dans la réponse immunitaire, avec des différences
dans l'expression des génes liés a 'hématopoiése (formation des cellules sanguines),
la production des cellules immunitaires et la recombinaison de 'ADN V(D)] (V pour
variable, D pour diversité et ] pour jonction) lors de la maturation des lymphocytes B
et T. Ainsi, 'hétérozygotie conférée aux femmes pour ces genes et la production d’'une
plus grande diversité d’anticorps induisent chez les femmes une réponse du systéme
immunitaire meilleure que celle des hommes, ce qui permet de mieux lutter contre
les agents pathogénes dans le cas d’infections virales ou bactériennes, ou lors d'un
développement tumoral.

Les maladies auto-immunes

Si les femmes ont plus de facilité a combattre certaines infections, elles présentent un
plus fort taux d’incidence des maladies auto-immunes, incluant la sclérose en plaques,
l'arthrite rhumatoide et le lupus systémique érythémateux. Ces anomalies du systeme
immunitaire conduisent a une autodestruction des cellules saines de l'organisme
(Credendino et al., 2020). Cette tendance est en partie expliquée par le grand nombre de
geénes impliqués dans la réponse immunitaire qui échappent a l'inactivation, comme par
exemple TLR7 géne de la famille des récepteurs de type Toll-like, dans le cas du lupus.

Le lupus touche plus d'une personne sur 1 000. Son incidence est 9 fois supérieure chez
la femme adulte que chez 'homme. Il s’agit d'une maladie chronique auto-immune
qui se traduit par des symptémes cutanés et/ou articulaires et peut dégénérer en
dommages permanents du rein et du coeur. La maladie se caractérise par la présence
d’anticorps antinucléaires qui se retournent contre 'ADN des patients.

Plusieurs études ont mis le doigt sur un lien entre nombre de chromosomes X et lupus
chez la souris et ’humain. Les hommes Klinefelter [47 chromosomes, XXY] ont une
prévalence au lupus augmentée par rapport aux femmes Turner [45, X0]. Il a méme
été montré que les femmes [47, XXX] ont une incidence au lupus trois fois supérieure
a celle des femmes [46, XX]. Ces résultats suggeérent un role prédominant des genes du
chromosome X qui échappent a I'inactivation. Parmi ceux-ci, TLR7, échappe a l'inac-
tivation dans certaines cellules immunitaires, expliquant la plus grande prévalence du
lupus chez les femmes. Ainsi, chez les patientes atteintes de lupus le déséquilibre de
dosage de TLR7 est particuliérement important (Brown et al., 2022).

Le cancer

La présence de deux chromosomes X et leur inactivation aléatoire chez la femme la
rendent moins vulnérable que 'homme a certains cancers (Credendino et al., 2022).
Cependant, certaines dérégulations du processus de 'ICX pourraient a leur tour
conférer différentes vulnérabilités face au cancer et réciproquement. La délétion du

62



Linactivation du chromosome X

suppresseur de tumeur p53 chez la souris entraine une perte d’expression des génes
du Xic, dont Xist, et une réexpression aberrante des genes le long du chromosome X
inactif. Chez la femme, dans le cas de tumeurs provoquées par une mutation de p53, il
peut y avoir une ICX déficiente, qui augmente alors la pathogénicité cancéreuse. Lors
de cancers du sein et de l'ovaire, plus les cellules cancéreuses réactivent leur chromo-
some X inactif, plus le pronostic est mauvais pour la patiente, dit a une perte du dosage
génique. Dans certains cas, une perte physique du chromosome X inactif peut avoir
lieu. Cela conduit a la perte de la double expression de certains génes « protecteurs »
qui échappent a l'inactivation, tels que le suppresseur de tumeur PR70, codant pour
une protéine de la sous-unité B de la phosphatase 2. Enfin, des études chez des souris
femelles adultes dont le gene XIST est délété ont mis en évidence une tendance au
développement accru de cancers hématopoiétiques, suggérant un nouveau rdle pour
XIST comme suppresseur de tumeur.

» Conclusion et perspectives

La découverte de l'inactivation du chromosome X chez la femelle a fété ses 60 ans en
2021. Les chercheurs continuent d’affiner les connaissances sur ce processus biologique
crucial et emblématique qui affecte toutes les femelles mammiféres. Dans ce chapitre,
nous avons abordé la notion de compensation de dose entre les sexes et entre autosomes
et chromosomes X. Nous avons retracé la découverte de 'ICX, et montré les avancées
technologiques qui ont aidé a comprendre ce processus. Lacteur majeur de la mise en
place de l'inactivation est le long ARN non codant XIST, dont 'accumulation joue un
role de plateforme moléculaire. Le cycle d'inactivation du chromosome X chez la souris
a été finement décrit. Cependant, la souris reste une exception, car les deux vagues
d’inactivation n'existent pas chez les autres mammiferes. Les données disponibles chez
les autres espéces montrent la diversité des stratégies de mise en place de l'inactiva-
tion au cours de Iévolution. Ceci interroge le biologiste a plusieurs titres. Pourquoi la
souris a-t-elle mis en place une premiére vague d’inactivation soumise a 'empreinte
parentale? Ces différences de stratégies sont-elles liées a évolution chromosomique
de la région Xic? Aux variations de séquences de XIST? A I'évolution de transcrits tels
que TSIX faiblement conservé entre espéces? A l'apparition d’acteurs nouveaux chez
certaines espéces, comme le transcrit non codant XACT (X Active specific transcript)
présent chez 'homme uniquement et qui s'accumule sur le chromosome X actif?

Les études ultérieures devront approfondir nos connaissances sur ce locus dans
différentes especes pour répondre a ces questions. Dans tous les cas, 'exemple de
l'inactivation du chromosome X met en lumiére la richesse de la biologie comparée
pour comprendre les mécanismes épigénétiques du développement.

Il est a noter que lorsque nous nous éloignons du clade des euthériens, des méca-
nismes encore plus différents se sont mis en place pour la méme finalité : inactiver un
chromosome X. Pourquoi les marsupiaux subissent-ils une inactivation du chromo-
some X soumise a 'empreinte dans tous les tissus et tout au long de la vie de I'individu ?
Un autre long ARN non codant, RSX (RNA-on-the-silent X), y régule I'inactivation du
chromosome X de fagon tres similaire a XIST.

Par ailleurs, nous ne savons pas exactement quel est I'impact potentiel des genes qui
échappent a l'inactivation dans les divergences entre les sexes. Certains génes qui
échappent, jouent-ils également un rdle dans le dimorphisme entre les femelles et
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les males? Quel est le role de la réactivation du chromosome X dans la lignée germi-
nale? Quelle est son implication dans la fertilité de la femelle? Pourquoi, durant
I'embryogenese, une réactivation du chromosome X inactif peut-elle étre physiolo-
gique dans la lignée germinale, alors que ces réactivations aberrantes durant la vie
adulte sont pathologiques dans les cancers et les maladies auto-immunes? Enfin,
jouer sur la réactivation du chromosome inactif sain (non porteur de mutation) dans
le cadre d’'une pathologie liée au chromosome X chez la femme pourrait-il constituer
une stratégie thérapeutique ? Des laboratoires se penchent déja sur la question dans le
cas du syndrome de Rett (syndrome neurologique grave) qui touche les petites filles
porteuses d’un allele muté du gene MECP2 (methyl CpG binding protein 2), porté par
le chromosome X. IIs étudient la possibilité de réactiver la copie non mutée lorsqu’elle
est éteinte, dans des modéles murins, avec des résultats prometteurs. A terme, cela
apportera des éléments clés sur les causes de diverses pathologies et pourrait permettre
le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

L'étude de linactivation du chromosome X est un domaine en perpétuelle progres-
sion. Une meilleure compréhension de Iévolution de ce mécanisme épigénétique et
des acteurs impliqués permettra un approfondissement de nos connaissances sur la
régulation fine de l'expression des genes, et le maintien de I'état silencieux hétérochro-
matinien. Enfin, quelles relations lient inactivation du chromosome X, pluripotence
et différenciation des premiers lignages? Les études en cellules ES murines et la ciné-
tique d’inactivation dans l'embryon de cette espéce semblent lier trés étroitement ces
trois aspects trés importants pour le développement. Ainsi, 'étude de I'ICX et de ses
conséquences montre a quel point les processus épigénétiques sont cruciaux pour le
développement normal d’un individu.
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Chapitre 4

Empreinte génomique parentale :
découverte et mécanismes de régulation

THIERRY FORNE

Du point de vue classique de la génétique mendélienne, I'’héritage de copies parentales,
ou alleles, génétiquement identiques d'un géne autosomique dans une cellule diploide
est considéré comme équivalent. Cependant, la découverte de I'empreinte génomique
parentale chez les mammiféres, au milieu des années 1980, a radicalement changé
cette conception.

En effet, les expériences des équipes de Davor Solter et dAzim Surani ont montré
que les deux génomes parentaux ne contribuent pas de maniére égale au dévelop-
pement de I'embryon (McGrath et Solter, 1984; Surani et al., 1984). Les embryons
de souris issus d'oeufs contenant deux pro-noyaux femelles (gynogénotes) ou deux
pro-noyaux méles (androgénotes) présentent des anomalies de développement et
meurent avant la naissance. Les gynogénotes présentent des anomalies placentaires,
tandis que les androgénotes sont caractérisés par une surcroissance des tissus extra-
embryonnaires. Ces phénotypes sont tres similaires a ceux observés chez 'homme en
cas de fécondation d’un ovocyte énucléé par un ou deux spermatozoides, ou d'activa-
tion spontanée d'un ovocyte apres duplication du génome maternel. Ainsi, les génomes
paternel et maternel ont des roles complémentaires et sont tous deux nécessaires au
développement normal de I'embryon.

La notion dempreinte génomique avait également été suggérée en 1985 par 'équipe de
Bruce Cattanach grice a des études sur des embryons de souris ayant hérité de deux
copies identiques d’'une partie d'un chromosome d’'un de leurs parents : la disomie
uniparentale. Ces embryons présentaient dimportants défauts de développement, et
il est intéressant de noter que ces disomies avaient des effets opposés sur le dévelop-
pement embryonnaire. Initialement, dix régions distinctes sujettes a l'empreinte et
réparties sur six chromosomes avaient été identifiées dans le génome de la souris,
certaines d’entre elles présentant des phénotypes similaires a ceux observés dans les
disomies uniparentales humaines.

Ces observations soutenaient l'idée que certains génes de mammiféres pouvaient se
comporter différemment selon lorigine parentale de l'allele. Cette hypothese a été
démontrée quelques années plus tard avec, dés 1991, I'identification des premiers génes
dont l'expression dépend de l'origine parentale des alléles : le gene H19 qui produit un
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ARN non traduit, IGF2 (insulin-like growth factor 2) qui produit un facteur de crois-
sance embryonnaire, et IGF2R (insulin-like growth factor 2 receptor) qui code pour I'un
des récepteurs d’/GF2. Ces geénes sont dits «soumis a l'empreinte génomique paren-
tale», car ils sont réprimés de fagon stable sur I'un des deux alléles selon son origine
parentale, et ils sont donc exprimés de maniére monoallélique. Plus d'une centaine
de génes soumis a l'empreinte (GSE) ont aujourd’hui été décrits chez les mammi-
feres. Lempreinte génomique a progressivement acquis une place importante dans le
domaine de la biologie du développement, car elle s’est avérée essentielle au dévelop-
pement embryonnaire normal (Tucci et al., 2019) et est altérée dans de nombreuses
pathologies humaines (Monk et al., 2019).

» Evolution et empreinte génomique parentale

Le terme dempreinte a été utilisé des les années 1960 pour décrire un phénomene
observé chez les insectes qui conduit a l'inactivation du génome paternel. Cepen-
dant, le phénomene dempreinte génomique parentale (I'expression monoallélique
d’'un gene résultant d’'une répression stable d’'un allele en fonction de son origine
parentale) n'a été observé que chez les mammiféres et les plantes. La plupart des
recherches sur les GSE dans le régne animal ont été réalisées chez les mammiferes
placentaires. Pour mieux comprendre Iévolution de I'empreinte, des études ont aussi
été menées chez les marsupiaux, les monotrémes et les oiseaux. Ces analyses ont
révélé que l'empreinte génomique est conservée chez les marsupiaux, mais pas chez
les monotrémes ni chez les oiseaux, ce qui indique qu'elle est apparue il y a un peu
plus de 150 millions d’années, apres la divergence des monotrémes et des mammiferes
thériens (placentaires et marsupiaux) (figure 4.1).

350 200 150 Millions d’années

Oiseaux

Monotrémes (protothériens)

Marsupiaux (métathériens)

Empreinte parentale

Placentaires (euthériens)

Figure 4.1. Empreinte génomique parentale et évolution chez les mammiferes thériens.

Lempreinte génomique est apparue il y a environ 150-200 millions d’années dans la branche menant aux
mammiferes thériens (placentaires et marsupiaux).

En réprimant un seul alléle de plus d’'une centaine de génes, l'empreinte génomique
parentale semble étre en contradiction avec l'avantage évolutif que constitue la
diploidie. Par conséquent, comprendre la signification fonctionnelle de l'empreinte est
rapidement devenu un défi fondamental pour la biologie du développement chez les
mammiferes.
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Une des clés pour mieux comprendre 'émergence de l'empreinte génomique est de
souligner que la plupart des GSE sont impliqués dans le controle du développement
embryonnaire ou des tissus extra-embryonnaires. En effet, chez les mammiferes,
plusieurs GSE codent pour des facteurs impliqués dans la voie de l'insuline. D’autres
codent pour des facteurs régulant le développement placentaire ou sont impliqués
dans le développement cérébral et le comportement de la mére ou du nouveau-né.
Il est frappant de constater que les génes exprimés sur l'allele paternel ont tendance a
favoriser le développement placentaire et/ou la croissance feetale, alors que les genes
exprimés sur l'allele maternel présentent généralement un effet opposé. Ceci est cohé-
rent avec le phénotype des androgénotes, qui possédent des annexes embryonnaires
plus grandes que la normale, et celui des gynogénotes, dont les annexes présentent
un retard de croissance. Ces observations, ainsi que la distribution phylogénique de
l'empreinte génomique, soutiennent la théorie dite du «conflit parental» émise des
1991 par Tom Moore et David Haig (1991). Selon cette théorie, lempreinte génomique
résulte d'un conflit entre les génomes paternels et maternels sur la quantité de nutri-
ments allouée a 'embryon. L'intérét du pere, en matiére de transmission de ses génes,
serait de favoriser la croissance des embryons afin de maximiser leur taux de survie,
méme au détriment des futures progénitures de la mére. En effet, ces derniers ont peu
de chance de lui appartenir puisque les mammiferes sont essentiellement polygames.
A Tlinverse, l'intérét de la mére serait de limiter la croissance du foetus afin d’écono-
miser ses propres ressources et de garantir la possibilité de futures progénitures.
Par conséquent, dans I'embryon, les genes hérités paternellement sont sélectionnés
pour stimuler l'extraction des ressources de la meére, tandis que les génes transmis
maternellement sont sélectionnés pour limiter cette extraction.

Ce modele prédit que 'empreinte génomique ne devrait pas apparaitre chez les
espéces ovipares (monotrémes et oiseaux), puisque la quantité de nutriments allouée
a l'embryon est plus étroitement déterminée par la mére. Cette théorie implique
également que les GSE ne sont pas nécessairement les mémes dans chaque espéce
et, a cet égard, il a par exemple été montré que les génes IGF2R et TSSC#4 (tumor
suppressing subtransferable candidate 4) sont soumis a 'empreinte chez la souris
mais pas chez ’homme, alors que par exemple le gene TRPMS (transient receptor
potential cation channel, subfamily M, member 5) est soumis a 'empreinte chez
I'homme mais pas chez la souris.

En suivant cette logique, on peut argumenter que l'empreinte génomique ne présente
aucun roéle intrinséque dans le développement chez les mammiféeres, mais reflete
seulement un «conflit parental » conduisant & une expression monoallélique. De ce
point de vue, les phénotypes associés aux défauts dempreinte chez les mammiferes
sont simplement dus a la perturbation du dosage de l'expression des GSE, conduisant
a des niveaux aberrants des ARNm et des protéines correspondantes.

Plusieurs autres théories ont été proposées pour expliquer I'évolution de l'empreinte
génomique parentale chez les mammiferes. Parmi celles-ci, I'une des plus anciennes
suggere que I'empreinte génomique a évolué pour empécher la parthénogenese, c’est-
a-dire le développement d'un embryon chez la femelle sans fécondation par le male.
Cependant, ces théories n'expliquent pas pourquoi l'empreinte n'a évolué que chez les
mammifeéres thériens ou pourquoi elle affecte principalement les génes impliqués dans
le développement embryonnaire.
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» Origine moléculaire des mécanismes
de Uempreinte génomique

Chez les mammiferes, la plupart des GSE sont regroupés dans de grands domaines
chromosomiques englobant des centaines de paires de kilobases (kb). Ces domaines
contiennent aussi bien des génes exprimés au niveau des alleles paternels que mater-
nels, et ils sont régulés par un centre dempreinte commun. Ils peuvent également
contenir des génes qui échappent a lempreinte, et qui sont donc exprimés de maniére
biallélique grace a des mécanismes subtils de régulation insensibles a 'empreinte.
Cette organisation implique que l'empreinte génomique a souvent évolué au niveau de
grands domaines chromatiniens plutot qu’au niveau de genes individuels.

Iy a pratiquement autant de génes exprimés sur l'allele maternel que sur l'alléle paternel,
et aucune séquence ou structure qui spécifierait toujours et uniquement l'empreinte n’a
été identifiée. Toutefois, de nombreux GSE contiennent des éléments répétés. Ces répé-
titions ne partagent aucune homologie entre elles, mais peuvent étre différentiellement
méthylées dans les lignées germinales males et femelles, et sont fréquemment situées a
proximité de régions de méthylation différentielle des alléles, ce qui avait trés tot suggéré
quelles puissent étre impliquées dans l'établissement dempreintes de méthylation au
niveau des loci soumis a lempreinte. Ainsi cette observation avait-elle conduit Denise
Barlow a émettre des 1993 I'hypothése que les mécanismes moléculaires de I'empreinte
ont évolué a partir d'un mécanisme de défense de I'hdte contre les séquences répétées
parasites (Barlow, 1993). Depuis cette époque, de nombreuses découvertes sont venues
étayer cette hypothese, démontrant en particulier que certains aspects de 'empreinte
génomique sont liés a la répression de longues répétitions terminales (long terminal
repeats, LTR) dérivées de rétrovirus endogenes (endogenous retrovirus, ERV) (Kaneko-
Ishino et Ishino, 2022). Les ERV sont des éléments répétés des génomes des mammiferes
correspondant a d’'anciennes insertions de rétrovirus et qui constituent jusqu’a environ
10% du génome chez la souris. Les ERV intacts contiennent les genes nécessaires
a la réplication virale et sont entourés, en amont et en aval, par des LTR. Cependant,
I'immense majorité des ERV génomiques ont perdu leurs génes viraux et nexistent plus
que sous la forme de LTR isolées appelées «solo-LTR». Les ERV intacts sont maintenus
silencieux dans les génomes griace & un complexe répresseur constitué de protéines de
la famille KRAB (Kriippel-associated box) et de nombreuses protéines «a doigt de zinc»
(zinc finger protein, ZFP), qui apposent des marques épigénétiques répressives, telle la
triméthylation de la lysine 9 de l'histone H3 (H3K9me3) et la méthylation de 'ADN.
Cependant, les «solo-LTR» échappent souvent a ce contrdle et peuvent parfois étre
cooptées pour la régulation de certains genes, et en particulier ceux soumis a l'empreinte
génomique. Ainsi, dans le cas du gene RASGRFI (Ras protein specific Guanine nucleotide
Releasing Factor 1), il a été démontré qu'une LTR située en amont du géne est nécessaire
pour l'établissement d'une méthylation paternelle de TADN durant la spermatogeneése
et pour lexpression monoallélique du géne. De fagon remarquable, ces répétitions sont
absentes chez les espéces de rongeurs, chez qui ce géne n'est pas soumis a l'empreinte.

» Controle épigénétique des génes soumis
a Ulempreinte parentale

Comment les deux alleles d'un GSE peuvent-ils étre exprimés de maniére différentielle
dans le méme contexte cellulaire, alors que leur séquence nucléotidique est identique ?
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Comme nous l'avons évoqué pour le géne RASGRFI, la réponse a cette question
est que l'empreinte génomique parentale implique des modifications épigénétiques,
c’est-a-dire des modifications héritables qui affectent l'expression des génes sans chan-
gement de la séquence ’ADN (voir chapitre 2). Ici, ces marques dépendent de l'origine
parentale et elles sont apposées différenciellement sur les deux centres d'empreinte
dans les lignées germinales produisant les gametes (spermatozoides ou ovocytes), puis
sont conservées pendant le développement embryonnaire. Elles permettent donc de
maintenir une mémoire de l'origine parentale des alléles et sont qualifiées de marques
«primaires » d'empreinte. Ces marques sont de deux types principaux : la méthylation
de 'ADN dans le cas de l'empreinte dite «canonique», et les modifications post-
traductionnelles des histones dans le cas de l'empreinte dite « non canonique ».

Méthylation de UADN et empreinte génomique canonique

Laméthylation de 'ADN a été la premiére marque épigénétique a étre identifiée comme
jouant un roéle essentiel dans I'empreinte génomique chez les mammiferes. Dés 1987,
plusieurs études avaient montré que l'expression d’'un transgéne pouvait étre régulée
par l'établissement de profils de méthylation distincts dans les gameétes parentaux. Par
la suite, la fonction de la méthylation de 'ADN a été renforcée par la découverte que
les génes H19, IGF2 et IGF2R contiennent des régions qui sont méthylées de facon
différentielle sur les alleles parentaux (differentially methylated regions, DMR). Fina-
lement, des DMR résultant de différences de méthylation des alléles, établies soit au
cours de la gamétogenese (DMR gamétique, gDMR) soit apres la fécondation (DMR
secondaire, SDMR), ont été décrites dans tous les GSE.

Cependant, le principal argument en faveur d’'un role de la méthylation de 'ADN dans
l'empreinte génomique est venu de l'observation que l'expression monoallélique de
nombreux GSE est perdue dans les embryons de souris Dumtl —/- (délétion homo-
zygote du géne DNMTI). De plus, la surexpression de DNMT1 induit également
une perte dempreinte de certains génes en raison d'une méthylation biallélique de
leurs séquences régulatrices. Enfin, l'utilisation de la 5-azacytidine, un inhibiteur de
la méthylation de 'ADN, induit une perte dempreinte de nombreux genes aussi bien
ex vivo dans des cellules en culture qu’in vivo chez la souris.

Ces travaux soulignent le role fondamental que joue la méthylation de TADN dans
l'apposition et le maintien de l'empreinte génomique canonique chez les mammiferes
(SanMiguel et Bartolomei, 2018).

Modifications post-traductionnelles des histones et empreinte
génomique non canonique

D’autres modifications épigénétiques sont associées a 'empreinte génomique chez
les mammiferes. Des expériences de sensibilité a la désoxyribonucléase (DNase) et
des essais d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont démontré que les GSE
présentent des structures chromatiniennes et des profils d’acétylation des histones
différents sur chaque alléle parental. En regle générale, l'allele réprimé porteur d’'une
méthylation de TADN est caractérisé par une chromatine compacte et une désacéty-
lation des histones, tandis que l'allele exprimé, dont TADN reste généralement non
méthylé, est caractérisé par une sensibilité aux nucléases et une acétylation des histones
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(voir chapitre 2). Des profils alléliques de méthylation des histones ont également été
décrits. Ainsi, la marque H3K9me3 est associée a l'allele méthylé réprimé, alors que la
méthylation de la lysine 4 de l'histone H3 (H3K4me3) est associée a l'alléle actif non
méthylé. Au niveau du locus SNRPN (small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N)
les modifications chromatiniennes semblent représenter des marques d'empreinte
secondaires indépendantes de la méthylation de TADN. Chez 'homme, le centre
dempreinte AS-SRO (Angelman Syndrome-smallest region of deletion overlap) main-
tient une structure chromatinienne allélique différentielle en I'absence de méthylation
de 'ADN. De méme, chez la souris, la marque H3K9me3 au niveau de la séquence
maternelle du centre d'empreinte PWS-1C (Prader-Willi syndrome-imprinting center)
est maintenue en l'absence de méthylation de 'ADN et semble étre suffisante pour
maintenir la répression du gene SNRPN.

Si I'importance des modifications post-traductionnelles des histones dans le main-
tien de I'empreinte dans les lignées germinales est reconnue de longue date, son rdle
dans lapposition des empreintes est longtemps resté controversé. La question fonda-
mentale est en effet de savoir si les modifications des histones peuvent agir comme
des marques primaires d'empreinte apposées et héritées a partir des gameétes, ou
si elles sont établies plus tardivement, comme des marques secondaires, aprées la
méthylation des CpG (cytosine liée a une guanine via un groupement phosphate),
pour maintenir et renforcer I'état réprimé de la chromatine. Des exemples de loci
soumis a l'empreinte qui ne semblent pas étre contr6lés par la méthylation de '’ADN
sont connus depuis longtemps, comme les génes GABI (GRB2-associated-binding
protein 1) et SEFMBT?2 (Scm-like with four MBT domains 2) dont 'expression mono-
allélique paternelle persiste dans le placenta, alors quaucune DMR gamétique nest
présente. Lexistence de ces cas particuliers est aujourd’hui mieux comprise suite a la
découverte récente d'un mécanisme d'empreinte génomique, I'empreinte non cano-
nique, dont'apposition est indépendante de la méthylation de 'ADN dans les gameétes
(Hanna et Kelsey, 2021). Ce mécanisme, qui semble restreint aux seules lignées
extra-embryonnaires et au placenta, dépend de la triméthylation de la lysine 27 de
I'histone H3 (H3K27me3), qui est apposée sur les centres dempreinte de certains loci
dans l'ovocyte et qui est ensuite transmise a 'embryon indépendamment de toute
marque de méthylation de 'ADN, constituant ainsi une véritable marque épigéné-
tique primaire de I'empreinte génomique. Cependant, cette marque ne résiste pas a
la reprogrammation épigénétique qui prend place dans I'embryon préimplantatoire,
ou elle est alors perdue, y compris dans les tissus extra-embryonnaires ot pour-
tant 'expression monoallélique persiste. Le maintien de I'empreinte non canonique
dépend en effet d'une méthylation de 'TADN au niveau de DMR secondaires spéci-
fiques des tissus extra-embryonnaires. A ce jour, la seule exception connue est le géne
SFMBT?2, qui semble parvenir a retenir un enrichissement de la marque H3K27me3
sur lallele maternel et une expression monoallélique paternelle en l'absence de
DMR secondaire. L'importance physiologique de 'empreinte non canonique a été
bien soulignée chez la souris, ol au moins sept génes autosomiques et un gene lié
au chromosome X sont soumis a ce phénomeéne. Il a été montré que I'empreinte
non canonique du géne XIST, qui produit un long ARN non codant impliqué dans
I'inactivation du chromosome X chez les femelles (voir chapitre 3), contribue au
développement embryonnaire, tandis que l'empreinte non canonique des geénes
autosomiques restreint la croissance placentaire.
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» Centres d’empreinte et cycle de U'empreinte
génomique parentale

Centres d’empreinte génomique et pathologies liées
a lempreinte génomique

Les marques épigénétiques primaires responsables de l'empreinte génomique paren-
tale sont apposées sur une séquence de quelques kilobases, spécifique de chaque locus,
appelée « centre dempreinte » ou « région de controle de l'empreinte » (imprinting-control
region, ICR).

Lexistence d’'un centre dempreinte a été proposée pour la premiere fois au locus
humain 15q11-13 apres avoir observé que les microdélétions chez les patients atteints
des syndromes d’Angelman et de Prader-Willi sont associées a une perturbation de
l'empreinte de plusieurs genes dispersés sur 2 Mb du locus. Ce centre d'empreinte est
un élément régulateur bipartite (figure 4.2A). L'élément AS-SRO, situé 35 kb en amont
du géne SNRPN, est supprimé chez les patients atteints du syndrome d’Angelman
et régule létablissement des empreintes maternelles dans les cellules germinales.
L'élément PWS-SRO, qui comprend I'exon 1 du géne SNRPN, est altéré chez les patients
atteints du syndrome de Prader-Willi. Cet élément est nécessaire pour controler 1'éta-
blissement des empreintes paternelles et également pour maintenir l'empreinte sur le
chromosome paternel pendant le développement embryonnaire.

Le centre dempreinte du locus IGF2R, situé sur le chromosome 17 chez la souris, a
également été 'un des premiers a avoir été identifié (figure 4.2B). Cet élément intro-
nique, méthylé sur l'allele maternel, a tout d’abord été décrit comme étant requis pour
l'empreinte d’IGF2R, et il s’est avéré qu'il agit sur l'allele paternel comme promoteur
pour un ARN non traduit (AIRN) qui agit comme un répresseur bidirectionnel pour
plusieurs genes dispersés dans un domaine de 400 kb.

Enfin, deux centres dempreinte identifiés dans la partie distale du chromosome 7
de la souris, orthologue du locus 11p15.5 humain, comprennent les genes CDKNIC,
IGF2 et HI19, dont les dérégulations de l'empreinte conduisent au syndrome de
Beckwith-Wiedemann. La région KvDMR], située dans 'intron 10 du géne KCNQI, est
spécifiquement méthylée sur l'allele maternel, et produit sur l'allele paternel un ARN
non codant (Kcnqlotl) qui induit la répression de plusieurs génes du locus (figure 4.2C).
Lempreinte des génes IGF2 et H19 dépend d’'un second centre d'empreinte situé 2 kb
en amont du géne HI19. Cette séquence a une activité d’isolateur (insulator) qui est
régulée par la méthylation de TADN. Sur l'allele maternel, la protéine CTCF (CCCTC
binding factor) se lie au centre d'empreinte non méthylé et bloque l'accés des promo-
teurs d’/GF2 aux activateurs transcriptionnels (enhancers) situés en aval ’HI19. Sur
l'allele paternel, la liaison de CTCF est inhibée par la méthylation de 'TADN.

Les marques épigénétiques responsables de I'empreinte parentale subissent un cycle
au cours de la vie de lorganisme qui permet leur reprogrammation a chaque généra-
tion. Les marques primaires d'empreinte sont héritées des gametes parentaux, puis
sont maintenues et «lues» dans les cellules somatiques de l'individu avant d’étre effa-
cées dans la lignée germinale, puis rétablies en fonction du sexe de l'individu pour la
génération suivante (figure 4.3).
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Figure 4.2. Centres dempreinte et ARN non codants.

A. Le locus humain 15q11-13, impliqué dans les syndromes d’Angelman (AS) et de Prader-Willi (PWS). Le
syndrome de Prader-Willi est associé a une déficience des genes exprimés sur l'allele paternel, tandis que
le syndrome d’Angelman résulte d'une déficience des génes exprimés sur l'allele maternel. L/BE3A est le
principal géne impliqué dans ce syndrome. Lélément PWS-SRO, qui comprend le promoteur et I'exon 1 du
géne SNRPN, contient une DMR dont la méthylation maternelle est héritée des ovocytes chez la souris, mais
qui s’établit apres la fécondation chez 'homme. L'élément PWS-SRO est nécessaire sur l'alléle paternel pour
activer les génes exprimés paternellement et pour réprimer UBE3A, alors que élément AS-SRO est nécessaire
sur l'allele maternel pour réprimer les génes exprimés paternellement et activer UBE3A. Lélément AS-SRO ne
présente pas de méthylation différentielle, mais présente une structure chromatinienne spécifique sur l'allele
maternel qui inactive I'élément PWS-SRO et empéche I'activation des génes en cis. Le géne L/BE3A est soumis
a empreinte uniquement dans le cerveau. Lélément PWS-SRO augmente I'expression d'un ARN antisens
(UBE3Aas) dans le cerveau qui réprime UBE3A sur l'alléle paternel. Cet ARN comprend des petits ARN
nucléolaires (snoRNAs) spécifiques du cerveau qui sont répétés en de nombreuses copies (HBII-85 et 52).
B. Le locus IGF2R/AIRN sur le chromosome 17 de la souris. Le géne IGF2R exprimé par la mére contient
deux DMR : une dans la région du promoteur, qui porte une méthylation paternelle établie apres la
fécondation, et une située dans lintron 2 qui est méthylée dans les ovocytes et correspond au centre
d’empreinte (CE) de ce locus. Plus en aval, les génes SLC22A2 et SLC22A3 ne sont exprimés que sur l'alléle
maternel dans le placenta. Le CE non méthylé sur l'alléle paternel correspond au promoteur actif du transcrit
non codant AIRN (Antisense Igf2r RNA) de 108 kb de long. La délétion du CE, ou l'expression d'un ARN
AIRN tronqué sur l'allele paternel, 1éve la répression des genes IGF2R, SLC22A2 et SLC22A3, indiquant un
role direct de 'ARN AIRN dans un mécanisme bidirectionnel de répression sur le chromosome paternel.
C. Le locus KCNQT1 chez la souris. La région KvDMRI intronique est méthylée sur I'alléle maternel dans
les cellules somatiques et germinales, et elle correspond au promoteur de 'ARN non codant Kcngtlotl
transcrit sur l'alléle paternel. La délétion de KvDMRI sur l'allele paternel induit la réactivation de nombreux
geénes en cis, dont T7SSC3, TSSC5, CDKNIC, KCNQ1, TSSC4 et MASH2.
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Figure 4.3. Cycle de l'empreinte génomique parentale.

Lempreinte génomique résulte de modifications épigénétiques apposées dans les lignées germinales méles
et femelles (empreintes primaires), maintenues et «lues» au cours des divisions cellulaires de 'embryon
pour constituer des empreintes secondaires, puis des empreintes fonctionnelles qui inactivent de maniére
stable l'un des alléles parentaux, conduisant ainsi a une expression monoallélique. Le schéma montre
l'exemple d’un géne réprimé paternellement et d'un géne réprimé maternellement suite a la transmission
par lovocyte ou le spermatozoide de marques épigénétiques (étoiles noires) apposées au niveau des
centres d'empreinte (CE1 et CE2). Les empreintes parentales sont effacées au cours de la gamétogenese
précoce, puis rétablies selon le sexe de lindividu pour étre transmises a la génération suivante.
M : chromosome maternel; P : chromosome paternel.

Effacement

Les empreintes épigénétiques issues des parents sont effacées dans les cellules germi-
nales primordiales de I'embryon avant d’étre reprogrammées en fonction du type de
gamete. Le génome des cellules germinales primordiales subit une déméthylation
globale conduisant a I'effacement de la méthylation de 'ADN au niveau des loci soumis
alempreinte entre le 10° et le 13¢ jour du développement embryonnaire chez la souris.
Les expériences de transplantation nucléaire ont confirmé que les empreintes de méthy-
lation des DMR sont completement effacées a ce stade. Cependant, chaque centre
d’empreinte possede un rythme de déméthylation qui lui est propre : I'effacement de
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la méthylation de NNAT (neuronatin) est le plus précoce, celui d’H19 est «intermé-
diaire », tandis que celui qui résiste le plus longtemps a la déméthylation est le PEG10
(paternally expressed gene 10).

Des expériences d'analyse des niveaux de méthylation de TADN réalisées grace a des
souris défectives pour les protéines de déméthylation ten-eleven translocation TET1 et
TET?2 ont montré que TET1 est un médiateur essentiel a l'effacement des empreintes
de méthylation dans les cellules germinales primordiales.

Il est intéressant de noter que l'alléle hérité du parent du méme sexe est reprogrammé
dans les cellules germinales de 'embryon plutét que transmis sans modifications a la
génération suivante.

Apposition

Les marques d'empreinte primaires, parfois aussi dites « germinales » ou « gamétiques »,
sont donc des modifications épigénétiques qui sont apposées dans les gametes et qui
conservent la mémoire épigénétique de l'origine parentale des chromosomes dans les
cellules somatiques tout au long du développement. Lapposition de 'empreinte est
définie comme l'acquisition de ces marques dempreinte primaires dans les lignées
germinales entre l'étape deffacement et la fécondation (figure 4.3).

La méthylation de 'ADN constitue une telle marque d’empreinte primaire pour la
plupart des GSE identifiés jusqua présent. En effet, de nombreux GSE acquierent
des profils de méthylation différentiels dans les gametes males et femelles (appelés
«empreintes primaires de méthylation ») qui sont ensuite maintenus dans I'embryon.
L'établissement des empreintes primaires de méthylation se produit pendant la
différenciation tardive des gametes. Dans les cellules de la lignée germinale male,
l'apposition de la méthylation de 'ADN sur les centres d'empreinte a lieu deés que la
déméthylation cesse, a partir du jour 13,5 du développement chez la souris, et elle est
totalement terminée a la naissance. En revanche, dans les cellules de la lignée germi-
nale femelle, I'établissement des empreintes de méthylation sur les centres dempreinte
seffectue essentiellement apres la naissance, pendant la phase de croissance des
ovocytes. Il existe un biais dans la contribution parentale a ces empreintes primaires
de méthylation, puisque la grande majorité d’entre elles sont acquises dans la lignée
germinale femelle (ICR maternelles), alors que seulement trois sont connues pour étre
héritées paternellement (ICR paternelles).

Contrairement aux autres génes autosomiques, le passage dans la lignée germinale
est nécessaire pour établir les profils de méthylation des loci soumis a l'empreinte,
ce qui implique qu’ils sont ciblés par des activités de méthylation de novo spécifiques
aux cellules germinales. Une percée majeure a été réalisée grace a l'identification
du facteur DNMT3L (DNMT3-like), une protéine appartenant a la famille DNMT3.
La DNMTS3L a été le premier facteur connu pour étre impliqué dans l'apposition
d’empreintes primaires au cours de la gamétogenese. DNMT3L est exprimé dans
les lignées germinales males et femelles précisément au moment ou les empreintes
parentales sont établies. La délétion homozygote de DNMT3L chez la souris inhibe
la différenciation des spermatozoides chez le male, tandis que les embryons issus
de femelles DNMT3L —/- présentent une dérégulation de nombreux GSE condui-
sant a une mort prématurée. En effet, la délétion de DNMT3L induit une absence de
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méthylation au niveau des séquences soumises a l'empreinte qui sont habituellement
méthylées dans les ovocytes sans affecter les profils de méthylation dans le reste du
génome. Par conséquent, le gene DNMT3L est spécifiquement requis pour établir les
empreintes de méthylation maternelles pendant 'ovogenése. De maniére surprenante,
la protéine DNMT3L ne possede pas le domaine catalytique caractéristique des ADN
méthyltransférases, mais elle se lie a la lysine 4 de I'histone H3 (H3K4) non méthylée
et elle interagit avec les deux ADN méthyltransférases de la méme famille, DNMT3A
et DNMT3B, agissant comme un cofacteur stimulant leur activité. En revanche, I'éta-
blissement d’empreintes de méthylation ne nécessite pas DNMT10 (lisoforme de
DNMT1 exprimée pendant l'ovogenese).

Hormis le cas du géne murin RASGRFI, pour lequel nous avons vu qu'une LTR joue
un role essentiel dans l'apposition d'une méthylation de 'ADN dans la lignée germi-
nale male, on ne sait pas précisément comment les cellules germinales males ou
femelles peuvent établir des profils de méthylation différents, ni comment les centres
d’empreinte sont ciblés pour I'apposition de ces empreintes. Cela pourrait résulter de
l'existence d’'une organisation différente de la chromatine dans les cellules germinales
maéles et femelles ou de l'expression de facteurs d’apposition des empreintes spécifiques
de chacune des lignées germinales.

Maintenance

La méthyltransférase DNMT1 est nécessaire a la maintenance des patrons de
méthylation alléliques des DMR dans les domaines soumis a l'empreinte durant le
développement embryonnaire. Cependant, immédiatement apres la fécondation, une
vague de déméthylation globale affecte le génome. Le génome paternel est activement
déméthylé dans le zygote, alors que le génome maternel reste protégé de cette démé-
thylation active, mais subit une déméthylation passive au cours des divisions cellulaires
en raison de l'absence de la méthyltransférase de maintenance jusqu’au stade du blas-
tocyste. De facon remarquable, les séquences portant des empreintes primaires de
méthylation ont la propriété unique de résister a cette vague de déméthylation et de
maintenir leurs patrons de méthylation gamétique tout au long du développement.
Cette propriété est cruciale pour maintenir des marques distinctes entre les génomes
parentaux, car les empreintes de méthylation ne pourraient pas étre rétablies dans les
cellules somatiques de 'embryon. Les mécanismes par lesquels les domaines soumis a
I'empreinte résistent a la déméthylation apres la fécondation sont encore mal compris.
Il a toutefois été montré que la méthylation de certains centres d'empreinte dépend
de protéines protectrices telles que DPPA3 (developmental pluripotency-associated 3)
pour H19 et ZFP57 pour IGF2R.

Le maintien des empreintes de méthylation dans l'embryon implique également que les
séquences non méthylées puissent résister a la méthylation de novo. Cette propriété est
illustrée par le fait que les régions soumises a 'empreinte peuvent étre méthylées de novo
dans les cellules germinales, mais pas dans les cellules somatiques de I'embryon. Les
bases moléculaires de cette résistance restent encore méconnues, mais elles impliquent
probablement des facteurs qui proteégent les séquences non méthylées de la machinerie
de méthylation. Tel est le cas de la protéine TET3, dont le rdle dans le zygote ne semble
pas étre lié a la déméthylation, mais servirait plutot a protéger certaines régions non
méthylées du génome de l'acquisition inappropriée de méthylation de 'ADN.
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Lecture de U'empreinte et expression monoallélique

Les marques primaires d'empreinte apposées dans les gametes conduisent a une
répression stable, c’est-a-dire héritable, au cours des divisions cellulaires, d'un des
alleles parentaux des GSE dans I'embryon, conduisant a une expression monoallélique
de ces génes. Cette expression monoallélique est la conséquence de cascades distinctes
dévénements épigénétiques se produisant sur chacun des alleles parentaux au cours
du développement. Lallele actif subit toutes les réorganisations chromatiniennes
nécessaires a I'expression du gene. En revanche, l'alléle soumis a l'empreinte acquiert
une «empreinte fonctionnelle» qui compromet la programmation épigénétique
de l'expression génique sur cet alléle et maintient un état silencieux stable. Lacqui-
sition d'empreintes fonctionnelles, qui s’apparente a une «lecture de 'empreinte »
(figure 4.3), implique I'établissement de « marques secondaires d'empreinte », c’est-a-
dire de modifications épigénétiques établies en cis apres la fécondation a partir des
marques dempreinte primaires. Ces marques secondaires comprennent les DMR
secondaires qui sont parfois spécifiques du type de cellule, et cette hiérarchie dans
I'établissement des DMR est cruciale pour les mécanismes d'empreinte génomique.

Sur l'alléle qui n'est pas soumis a I'empreinte, la programmation épigénétique conduit
a une régulation spatio-temporelle appropriée de l'expression génique au cours du
développement. Cette programmation épigénétique consiste en une combinaison
de réorganisations a la fois locales et d'ordre supérieur dans la chromatine, permet-
tant l'activation et la modulation de la transcription au cours du développement.
Elle nécessite des éléments régulateurs spécifiques. Bien que nétant pas directement
impliqués dans le processus dempreinte proprement dit, la compréhension du réle
de ces éléments régulateurs est cruciale puisque, sur l'allele réprimé, des empreintes
fonctionnelles sont constituées pour bloquer leur activité. Un exemple est fourni
par I'élément régulateur DMR2, dans le gene IGF2, spécifique de l'endoderme chez
la souris. La région DMR2 n'est pas nécessaire pour maintenir l'empreinte d’/GF2
sur l'allele maternel, mais une DMR2 méthylée permet l'interaction du gene avec
les activateurs transcriptionnels, et elle est donc nécessaire pour avoir des niveaux
d’expression élevés d’IGF2 a partir de 'allele paternel. Sur l'allele réprimé, I'empreinte
fonctionnelle maintient la DMR2 non méthylée et empéche ainsi son interaction avec
les activateurs transcriptionnels, contribuant & empécher l'expression d’/GE2 a partir
de lallele maternel. Cet exemple révele comment certaines marques d’empreinte
secondaires peuvent refléter I'existence dempreintes fonctionnelles sans étre néces-
sairement impliquées dans le processus dempreinte, c’est-a-dire la répression de
l'allele soumis a I'empreinte.

» Exemples de mécanismes moléculaires des empreintes
fonctionnelles

Il n’existe pas de modele unique de répression monoallélique qui serait commun a tous
les GSE connus. En effet, comme la plupart des GSE sont regroupés et partagent des
éléments régulateurs qui peuvent étre spécifiques d’'un tissu, l'acquisition d'empreintes
fonctionnelles est soumise a diverses contraintes spatio-temporelles au cours du déve-
loppement. Ainsi, les mécanismes d’expression monoalléliques peuvent différer non
seulement d'un GSE a l'autre, mais aussi d'un type cellulaire a l'autre.
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Les empreintes fonctionnelles dans 'embryon résultent donc de multiples méca-
nismes qui impliquent les centres d’empreinte, des DMR secondaires et la liaison
allele-spécifique de certains facteurs protéiques ou d’ARN non codants. L'intégra-
tion de tous ces facteurs génomiques et épigénétiques conduit a l'acquisition d’'une
architecture tridimensionnelle (3D) de la chromatine différente sur les deux alléles
parentaux qui se traduit par une expression monoallélique finement régulée selon le
tissu et au cours du développement.

Méthylation du promoteur

Un mécanisme courant qui donne lieu & une répression monoallélique stable est la
méthylation allélique différentielle des promoteurs (figure 4.4A). Cette méthylation
spécifique de l'alléle peut étre soit apposée directement dans les gameétes, soit, comme
c’est le cas pour la plupart des GSE, étre acquise secondairement dans l'embryon a
partir d'un centre dempreinte en cis. Cest le cas du géne HI19, ou le centre d'empreinte
situé 2 kb en amont induit la méthylation du promoteur sur l'alléle paternel pendant
le développement précoce.

La méthylation de 'ADN peut aussi conduire a une répression transcriptionnelle en
empéchant la liaison de facteurs de transcription, ou en favorisant 'acces aux protéines
possédant un domaine qui se lie a 'TADN méthylé (methyl-CpG-binding domain, MBD).
Ces facteurs induisent en effet une compaction locale de la chromatine en recrutant
des complexes d’histones désacétylases ou d’histones méthyltransférases.

A ot CpG B Répresseur C Isolateur
; ; ; ; _'|_> 1111 Actlv:teur
\_/

Figure 4.4. Mécanismes de régulation de l'expression des génes soumis a I'empreinte (GSE).

A. Le promoteur du géne est réprimé par la méthylation de TADN (tiges-boucles noires). B. La liaison d'un
répresseur agissant en cis est régulée par la méthylation de TADN. C. Une activité d’isolateur, qui bloque
l'acces du promoteur aux activateurs transcriptionnels, est régulée par la méthylation de TADN.

Modulation des séquences régulatrices

Lobservation que certains GSE abritent des séquences méthylées sur l'allele actif a
conduit a I'hypothese que ces régions ont des activités de répression qui sont inhibées
par la méthylation de '’ADN (figure 4.4B). Ce modéle a été par exemple démontré dans
le cas du gene IGF2, ol la région DMR1, une DMR intragénique portant une marque
d’empreinte secondaire, agit comme un répresseur sur 'allele maternel et est inactivée
par la méthylation de 'ADN sur l'allele paternel dans les tissus mésodermiques. Un
modele similaire a été proposé pour le locus DLKI1/MEG3 (delta like non-canonical
Notch ligand 1/maternally Expressed gene 3), ou la répression de l'alléle maternel
DLK1I dépend d'une DMR germinale intergénique non méthylée (Ig-DMR).

Les empreintes fonctionnelles peuvent également impliquer des mécanismes indirects,
comme la modulation de séquences activant ou réprimant la transcription qui sont
situées loin du gene. Par exemple, comme nous l'avons vu, I'empreinte fonctionnelle
du gene /GF2 implique la protéine CTCF qui se lie au centre d'empreinte non méthylé,
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ou elle joue un role d’isolateur empéchant l'acceés des promoteurs aux activateurs
transcriptionnels (figure 4.4C).

Transcrits non codants

De nombreux loci soumis a I'empreinte contiennent des génes produisant des ARN
non codants. Ces ARN jouent un rdle important dans l'apposition et/ou le maintien
de l'empreinte génomique, mais leurs mécanismes d’action restent encore large-
ment a clarifier (Lléres et al., 2021). Il s’agit ’ARN trés longs et souvent exprimés de
maniére paternelle a partir de centres dempreinte non méthylés. Lempreinte fonc-
tionnelle établie grace a ces ARN non codants dépend du recrutement de complexes
protéiques répresseurs du groupe Polycomb grace a des interactions directes entre
certaines protéines de ces complexes et les ARN non codants. Les exemples les mieux
caractérisés sont ceux des loci IGF2R/AIRN, UBE3A/Ube3Aas et KCNQT1/Kcnglotl
(figures 4.2A-C).

La premiere démonstration de l'implication directe dun ARN non codant dans la
régulation de 'empreinte génomique a été celui de 'ARN AIRN. Le promoteur AIRN
est situé dans le centre dempreinte intronique identifié dans le géne IGF2R, et il a
été démontré que le transcrit AIRN est nécessaire pour la répression paternelle de
plusieurs genes du locus. Une observation déroutante est que, dans les tissus extra-
embryonnaires, TARN AIRN contrdle non seulement 'empreinte de génes proches
situés dans le méme locus, mais aussi celle de plusieurs autres genes situés a plusieurs
mégabases de distance. Comme le fait le long ARN non codant Xis¢ sur le chromo-
some X (voir chapitre 3), on peut imaginer que 'ARN AIRN initie tout d’abord une
répression locale au niveau du géne /GEF2R qui se propage ensuite aux génes voisins,
puis & une partie du chromosome. Il est possible que le transcrit Kengtlotl joue un
role similaire dans la répression de l'allele paternel au locus Kengtl.

Architecture de la chromatine

Au cours des vingt derniéres années, il est peu a peu devenu évident que la plupart
des GSE ne sont pas régulés individuellement, mais de facon coordonnée au niveau
de domaines chromatiniens structurés. Les centres dempreinte (CE) régulent géné-
ralement l'empreinte de plusieurs génes sur de longues distances, et l'expression
monoallélique qu’ils contrdlent dépend donc de la formation d’empreintes fonc-
tionnelles qui induisent une organisation tridimensionnelle (3D) de la chromatine
différente sur les deux alléles parentaux.

Lexistence d’'une organisation chromatinienne différentielle au niveau des domaines
chromosomiques soumis a l'empreinte avait été suggérée deés le milieu des années 1990
par l'observation que les loci humains PWS/AS et IGF2/H19 présentent des fréquences
de recombinaison méiotique différentes dans les lignées germinales male et femelle.
Le développement des méthodes de capture de conformation de chromosome (3C) a
ensuite permis de démontrer que les domaines soumis a l'empreinte possedent effecti-
vement une organisation tridimensionnelle de la chromatine différente selon l'origine
parentale du chromosome. Tel est, par exemple, le cas du locus des genes IGF2 et
H1I9, ol les études de 3C réalisées deés la fin des années 2000 ont confirmé les modéles
qui avaient été proposés auparavant grace aux délétions génomiques réalisées chez
la souris. Sur le chromosome hérité du pere, la méthylation du centre de contréle de
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I'empreinte, localisé en amont du gene H19, empéche la liaison de la protéine CTCEF,
un facteur impliqué dans la fonction d’isolateur (insulator) sur la chromatine chez
les vertébrés. Son absence permet aux séquences activatrices de la transcription
(enhancers) situées en aval du géne H19 de former une boucle de chromatine avec les
promoteurs du gene /GF2 situés plus de 90 kb en amont. Cette interaction favorise
ainsi la transcription de ce géne. Sur le chromosome maternel, le centre d'empreinte
nétant pas méthylé, la liaison de la protéine CTCF s’effectue, empéchant la forma-
tion de la boucle chromatinienne entre les promoteurs du gene /GF2 et les séquences
régulatrices. Ces derniéres interagissent alors avec le promoteur du géne H19 dont
'expression est ainsi favorisée.

Finalement, les travaux les plus récents ont démontré que les boucles chromatiniennes
liées aux empreintes fonctionnelles et a la régulation de I'expression monoallélique des
genes prennent place a lI'intérieur de grandes régions génomiques appelées « domaines
topologiques » (topologically-associating domain, TAD, voir chapitre 3).

» Conclusion

Lempreinte génomique parentale se définit comme un phénomeéne épigénétique
conduisant a une répression allélique stable au cours des divisions cellulaires et dépen-
dante de l'origine parentale. Au niveau moléculaire, le terme «empreinte » peut étre
utilisé pour qualifier des empreintes « primaires », qui gardent la mémoire des origines
parentales, des empreintes «secondaires», ces modifications épigénétiques spéci-
fiques de l'allele établies apres la fécondation, ou des empreintes «fonctionnelles »,
qui intégrent l'ensemble des caractéristiques génomiques et épigénétiques impliquées
dans la répression stable de 'alléle soumis a 'empreinte.

Il est aujourd’hui clairement établi que, chez les mammiferes, les génes subissent au
cours du développement une reprogrammation épigénétique qui permet leur expres-
sion spatio-temporelle adéquate, et que l'empreinte génomique interfere avec ce
processus pour obtenir une répression stable sur l'allele soumis a I'empreinte. Cette
répression stable implique la constitution dempreintes fonctionnelles qui dépendent
du contexte génomique et de contraintes spécifiques au type cellulaire, conduisant a
des architectures tridimensionnelles de la chromatine différentes sur les deux alleles
parentaux et a une expression monoallélique du géne. Les mécanismes moléculaires
de l'empreinte sont donc tres différents d’'un gene a l'autre. Enfin, les éléments régula-
teurs impliqués dans I'empreinte, ou dans l'expression des génes, sont parfois partagés
entre plusieurs génes au niveau des loci soumis a l'empreinte. Un élément régulateur,
impliqué dans l'empreinte d'un gene, peut donc étre requis pour l'expression d’'un
autre géne. De ce point de vue, I'empreinte génomique illustre remarquablement la
complexité des mécanismes épigénétiques impliqués dans le controle de l'expression
des geénes chez les mammiferes, dont les dérégulations sont a l'origine de nombreux
syndromes et d’anomalies de croissance chez 'homme, tels les syndromes de
Beckwith-Wiedemann et de Prader-Willi. L'identification complete des domaines
soumis a l'empreinte chez 'homme continue de poser des problémes du fait de la
difficulté a obtenir des informations sur l'origine parentale des alléles ou a cause de
I'hétérogénéité cellulaire des échantillons disponibles. Cela constitue autant de défis
importants a relever pour poursuivre les avancées dans ce domaine.
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Chapitre 5

Empreinte génomique parentale
chez les animaux d’élevage

JuLiE DEMARS, CATHERINE LABBE, FREDERIQUE PITEL

Chez les especes délevage, le role essentiel joué par les génes soumis & empreinte a été
démontré par I'étude de l'architecture génétique de certains caractéres de production
(O’Dohety et al., 2015). Le développement d’outils moléculaires de génomique au cours
des deux derniéres décennies a entrainé un changement important dans le domaine
de I'amélioration génétique animale. Lutilisation de marqueurs moléculaires en grand
nombre et répartis de facon homogene sur le génome a alors permis la mise en place
et le déploiement détudes d’associations génétiques pour de nombreux caracteres
d'intérét agronomique. Ces analyses visent a identifier les régions chromosomiques
qui contribuent a un phénotype spécifique en testant les associations entre les perfor-
mances des animaux et leurs génotypes aux marqueurs. Chez les espéces porcine et
ovine, deux mutations dans des genes soumis & empreinte affectant un caractére de
production (I'hypertrophie musculaire) ont ainsi été identifiées, et constituent — avec un
syndrome lié a des perturbations de l'empreinte chez les bovins — des exemples majeurs
de variabilité phénotypique liée au phénomeéne d'empreinte génomique parentale chez
les animaux d’élevage. Apres avoir présenté ces exemples, les méthodes actuelles de
caractérisation de ce mécanisme seront décrites, et I'importance non négligeable de
I'empreinte génomique parentale dans les productions animales sera développée.

» Empreinte génomique parentale et variabilité phénotypique

Le large offspring syndrome, un modele bovin de pathologie d’empreinte

La principale caractéristique du large offspring syndrome (LOS, également appelé
AQS, abnormal offspring syndrome), observé chez les feetus au cours de la gestation et
chez les nouveau-nés de ruminants, est I'hypercroissance, accompagnée notamment
de macroglossie, d'une hernie ombilicale et d'anomalies des membres et de la moelle
épiniére (Rivera et al., 2022). Les premiers cas ont été rapportés dans les années 1990
apres utilisation de biotechnologies de reproduction comme le transfert nucléaire ou
la production dembryons in vitro. On sait depuis que ce syndrome peut également étre
d'origine naturelle, mais que son incidence augmente avec l'utilisation des biotechno-
logies de reproduction. Chez ’homme, le syndrome de Beckwith-Wiedemann présente
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une étiologie similaire (voir chapitre 4) : il peut étre d'origine génétique ou épigénétique
et aboutit a une altération de l'empreinte génomique parentale (Filippi et Mckusick,
1970). 1 est a noter qu'une prévalence anormalement élevée d’enfants congus par FIV
a été observée dans les séries d’enfants présentant un syndrome de croissance exces-
sive tel que le syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS), son miroir clinique qu'est le
syndrome de Silver-Russell (SRS, marqué par un retard de croissance intra-utérin), ou
le syndrome d’Angelmann (AS, présentant un désordre développemental).

De fagon intéressante, il a été montré des similitudes dans les mécanismes épigénétiques
mis en cause dans le LOS bovin et le syndrome de Beckwith-Wiedemann humain : ils
conduiraient a une perte dempreinte affectant des genes orthologues entre les deux
especes (Mangiavacchi et al., 2021). En effet, cette dérégulation de 'empreinte géno-
mique parentale concerne les génes H19-IGF2 et KCNQIOTI-CDKNIC, etleurs centres
de controle dempreinte respectifs appelés CE1 et CE2 (voir chapitre 4). Ces dysfonc-
tionnements passent par des modifications de méthylation de '’ADN de CE1 (gain de
méthylation de CE1 entrainant une augmentation de l'expression d'1GF2 (insulin growth
factor 2), important facteur de croissance) ou CE2 (perte de méthylation de CE2 entrai-
nant la dérégulation de génes soumis & empreinte situés dans la région). Des études
récentes ont également démontré I'implication de miARN, d’ARNt et de modifications
dans la conformation de la chromatine dans les manifestations du syndrome.

Les similitudes phénotypiques et moléculaires entre les deux syndromes, humain et
bovin, font du LOS bovin un excellent modéle pour Iétude des défauts d'empreinte
chez '’homme.

La mutation /IGF2 associée a Uhypertrophie musculaire chez le porc

Un locus a effet quantitatif (ou QTL, quantitative trait locus) ayant un effet majeur
sur la masse musculaire et le dépot de graisse chez le porc a été identifié sur le chro-
mosome 2 a partir de différents croisements. Ce QTL est responsable de 30% de la
variance observée pour la viande maigre, de 15-30% de la variance pour la masse
musculaire et de 10-20% de la variance pour 'augmentation de la teneur en graisse
dorsale. La synténie conservée entre la région porcine du chromosome 2 et la région
orthologue humaine située sur le chromosome 11 a suggéré le géne /GE2 a expression
paternelle comme geéne candidat, étant donné son role majeur chez '’homme dans
la croissance foetale et postnatale. Afin de tester cette hypothése, un modéle statis-
tique adapté faisant I'’hypothése de la présence d’'un effet dempreinte parentale a été
développé. Un effet paternel de ce QTL a été mis en évidence, renforcant l'intérét du
geéne soumis a empreinte /GF2 (figure 5.1A).

La mutation causale de ce QTL responsable du phénotype d’hypermuscularité chez
le porc correspond a la substitution d’'un nucléotide dans l'intron 3 du géne IGF2
(Van Laere et al., 2003). Seuls les porcs homozygotes pour lallele muté ou hétéro-
zygotes ayant recu l'allele muté de leur pere présentent un phénotype hypermusclé.
Sur le plan moléculaire, les animaux porteurs de l'allele muté sur leur chromosome
paternel produisent trois fois plus de messagers issus du géne /GF2 dans le muscle
squelettique aprés la naissance (Van Laere et al., 2003). La mutation, bien que localisée
dans un ilot de dinucléotides CpG (cytosine liée & une guanine via un groupement
phosphate) conservé au cours de I'évolution et qui est hypométhylé dans le muscle
squelettique, n'affecte pas le profil de méthylation. En revanche, elle abroge la liaison
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avec le répresseur transcriptionnel ZBED6 (Zinc finger BED domain-containing
protein 6), ce qui aboutit & une expression accrue des ARNm issus du gene IGF2 et
donc a une hypertrophie musculaire chez les animaux ayant recu l'allele muté de leur
péere (Markljung et al., 2009).

La mutation DLK7-MEG3 associée au phénotype callipyge
chez le mouton

Le phénotype callipyge, en référence au qualificatif des statues de la déesse grecque
Aphrodite, se caractérise chez le mouton par une augmentation de ~ 30 % des muscles
de larriere-train associée a une réduction de ~8% de la teneur en graisse et a une
amélioration de lefficacité alimentaire (Cockette et al., 1996). Le phénotype d’hyper-
muscularité est observé uniquement chez les individus hétérozygotes porteurs de
l'allele muté sur leur chromosome paternel. Ce mode atypique de transmission non
mendélienne représente un cas particulier dempreinte génomique parentale appelé
«surdominance polaire ».

La mutation responsable du phénotype callipyge chez le mouton correspond a la
substitution d’un nucléotide. Elle est localisée sur le chromosome 18 ovin au sein d'un
groupe de génes soumis a empreinte, entre le géne a expression paternelle codant
pour la protéine DLK1 (delta like non-canonical Notch ligand 1) et le géne a expres-
sion maternelle MEG3 (maternally expressed 3), qui est un long ARN non codant
(Cockett et al., 1996) (figure 5.1B). Les animaux callipyges, porteurs de la mutation sur
le chromosome paternel, présentent, en comparaison des individus non callipyges :
une surexpression des transcrits issus des genes DLKI et PEG11 (retrotransposon-like
gene 1) codant pour des protéines du muscle squelettique ; une réduction de la méthy-
lation dans le muscle tout le long de la région du groupe de génes soumis a empreinte;
et une diminution de l'expression de 'histone désacétylase HDACY (histone deacety-
lase 9), une enzyme associée a la condensation de la chromatine. Bien que deux modeles
transgéniques murins d’expression ectopique des génes DLK1 et PEG11 aient suggéré
une action synergique des deux genes pour induire le phénotype callipyge, il a été
montré récemment que DLKI serait l'effecteur primaire de 'hypertrophie musculaire.

» Caractérisation des mécanismes d’empreinte
chez les animaux d’élevage

Des approches ciblées aux approches tout-génome

Chez les animaux d’élevage, quelques dizaines de génes soumis a empreinte ont été
identifiées et validées expérimentalement a ce jour, alors quenviron 200 genes sont
documentés chez’homme et la souris. Plusieurs études ont suggéré que les genes soumis
a empreinte étaient moins conservés chez les mammiferes qu'on ne le pensait initiale-
ment (Monk et al., 2006 ; Khatib et al., 2007). A titre d’exemple, I'expression maternelle
de DLX5 (distal-less homeobox 5) est conservée entre 'homme et le porc, alors que
ce géne présente une expression biallélique chez la souris. Ces résultats soulevent des
questions sur la conservation des mécanismes d'empreinte génomique parentale entre
les espéces au cours de 'évolution. Bien que certaines données sur I'empreinte géno-
mique existent pour les especes d’élevage, tous les génes soumis a empreinte identifiés
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jusqu’a présent ont été mis en évidence par des approches dites «génes candidats»
via la comparaison avec des régions orthologues connues dans les espéces murines
et humaines. Aujourd’hui, il est possible de tirer parti des nouvelles technologies de
séquencage (Hubert et Demars, 2022) et de la mise en place de croisements réciproques
a fagon pour identifier et cartographier l'atlas des génes soumis a empreinte dans une
espéce ou un tissu d’intérét (figure 5.2). Cette stratégie tout-génome sans a priori a
dores et déja été appliquée chez la souris ou le porc. Cest également cette approche qui
a été mise en place pour suggérer I'absence d'empreinte génomique parentale chez les
oiseaux, dont un focus est présenté ci-dessous (Frésard et al., 2014).

\\é@ CERL
S e

AAARA AMAAA AARAA
AAARA’ ARRAA - ARARA
A ARAAA - ARAAR
AR AAARA ARARA N AR

Croisement 1 Croisement 2 Croisement 1 Croisement 2

A

Empreinte génomique

Non informatif Locus biallélique
parentale

Figure 5.2. Mise en évidence de l'empreinte génomique parentale par des approches tout-
génome.

Lutilisation de croisements réciproques permet de discerner 'expression alléle-spécifique (A) de I'empreinte
génomique parentale (B). La détection d'empreinte génomique parentale nécessite que le locus présente au
moins un SNP permettant de discerner les alléles parentaux (C).

Absence d’empreinte génomique parentale chez les oiseaux

Lempreinte génomique est apparue tant chez les plantes angiospermes que chez
les mammiferes placentaires (Feil et Berger, 2007). Elle est également observée chez
les insectes. Il a méme été démontré quelle est apparue plusieurs fois au cours de
I'évolution des mammiféres en raison d'une pression sélective différente sur plusieurs
loci. Mais ce phénomene n’a jamais été observé chez les oiseaux (Das et al., 2021).
La principale théorie — méme si elle n'est pas unique — proposée pour expliquer
l'empreinte génomique parentale est I'hypothese du conflit parental, faisant réfé-
rence a une stratégie reproductive différente entre males et femelles (voir chapitre 4).
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Elle suggere que les génes controélant I'allocation des ressources a I'embryon devraient
étre particulierement affectés. Le génome maternel limiterait l'utilisation des
ressources afin de préserver la meére et sa future progéniture, alors que le génome
paternel controlerait positivement l'allocation des nutriments au feetus pour favoriser
la croissance de sa descendance.

Lempreinte génomique a été étudiée chez les oiseaux, mais jusqu’a récemment seule
I'expression des génes connus pour étre soumis & empreinte chez les mammifeéres avait
été analysée chez la poule, la plupart d’entre eux montrant une expression biallélique
et suggérant l'absence dempreinte dans cette espéce. Cette idée est renforcée par
l'absence de DNMT3L (cofacteur clé de 'établissement de la méthylation de 'ADN,
voir chapitre 2) dans le génome de la poule. Mais les effets réciproques, nombreux
en production avicole, peuvent sexpliquer en partie par 'empreinte, et quelques
études semblaient mettre en évidence des QTL a origine parentale. Ces observations
contradictoires ont incité la communauté scientifique a répondre définitivement a
la question (Frésard et al., 2013), et plusieurs études tout-génome ont été réalisées
gréace aux progres des technologies de séquencage, qui permettent désormais d’étudier
l'empreinte génomique par le séquencage du transcriptome entier. Les analyses réali-
sées sur embryons entiers, cerveaux adultes ou tissus embryonnaires, n'ont jusqu’alors
jamais observé d'empreinte génomique parentale chez la poule.

Existence d’'une empreinte génomique parentale chez les poissons ?

Chez les poissons, la question de l'empreinte parentale a été discutée d'un point
de vue évolutif il y a plus de vingt ans (McGowan et Martin, 1997). Depuis, il a été
recherché par des approches ciblées (génes candidats) si certains genes connus pour
étre soumis a empreinte parentale chez ’'homme pourraient aussi 'étre chez les pois-
sons. Par exemple, une région du géne igf2 du poisson rouge s’avere différentiellement
méthylée entre le sperme et l'ovocyte, mais ce différentiel spécifique aux gametes
parentaux n'est pas maintenu dans I'embryon. Dans le méme sens, l'orthologue chez
le poisson zeébre du géne pegl/mest soumis a empreinte chez les mammiferes a en fait
une expression biallélique dans les larves de poisson zebre, réfutant ainsi la présence
d’'un dosage d'origine parentale pour cet autre candidat.

Paulsen et al. (2005) ont également démontré que certains éléments de controle
de l'empreinte identifiés chez les mammiféres n'étaient pas présents chez le fugu
ou le poisson zébre, et que les groupes de génes soumis a empreinte parentale
chez les mammiferes étaient peu conservés chez les poissons. Comme chez les
oiseaux, l'absence d’'un orthologue de Dnmt3l, ce cofacteur clé dans la méthylation
des génes soumis a empreinte chez les mammiferes, a été considérée comme un
indice supplémentaire de I'absence de mécanisme d’empreinte chez le poisson zebre.
Au contraire, Ma et al. (2001) ont montré que le géne ntl (no tail) du poisson rouge
est différentiellement méthylé entre le spermatozoide et les ovules, et que l'allele
paternel est transcrit plus tét que l'allele maternel dans I'embryon. Des indices d'un
possible mécanisme d'empreinte ont également été fournis dans une étude portant
sur lexpression d’un transgéne chez le poisson zébre. A partir de ces études diver-
gentes, il est encore impossible de se prononcer définitivement sur l'existence ou
non de 'empreinte parentale chez les poissons, et des études a 'échelle du génome
sont encore nécessaires.
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» Implication potentielle pour Uélevage

Le nombre de génes soumis a empreinte représente environ 1 a 2% des génes annotés
dans le génome des mammiferes. Comparé aux quelque 40000 génes — codants ou
non — présents dans le génome, ce chiffre laisse penser que si I'empreinte a bien un
effet sur les phénotypes, celui-ci reste d'une ampleur limitée. Mais, comme nous
l'avons vu plus haut, certains loci soumis a empreinte sont a lorigine d'une part
importante de la variance phénotypique, comme /GF2 pour la masse musculaire ou
la quantité de graisse dorsale, ou DLK1 pour la quantité de muscles de l'arriére-train.
Méme si peu nombreux, les effets des génes soumis a empreinte sur les phénotypes
peuvent étre importants et représentent donc un domaine d’étude a ne pas négliger. La
communauté scientifique continue d’ailleurs de fournir des preuves de 'implication de
l'empreinte génomique parentale dans la croissance et le développement des espéces
de rente (Ibeagha-Awemu et Zhao, 2015).

Pourtant, comme souligné par Michael Goddard et Emma Whitelaw (2014),
l'empreinte n'est pas intégrée en routine dans les modéles d’évaluation des valeurs
génétiques, tout comme la plupart des phénomenes non mendéliens (hérédité cyto-
plasmique, épigénétique transgénérationnelle, épistasie, etc.). Adapter les modeles
en tenant compte de ces phénomenes permettrait d’améliorer l'estimation de la
valeur des reproducteurs, et donc lefficacité de la sélection, méme sans recher-
cher d’effet cumulatif entre générations. Dans les especes utilisées en croisement,
prendre en compte le phénomeéne d’empreinte permettrait également de réaliser des
plans d’accouplement plus pertinents. De plus, des exemples comme celui du LOS
montrent que des dysfonctionnements des mécanismes dempreinte génomique
parentale, en particulier les problemes potentiels liés a I'utilisation des biotechno-
logies de reproduction, peuvent avoir des conséquences sérieuses sur la survie
ou la santé/les performances des individus. Améliorer les connaissances dans ce
domaine permettrait de diminuer l'incidence de ces problemes dans les systemes de
production faisant appel a ces méthodes.

Plusieurs points importants doivent étre gardés a lesprit lorsquil est question
d’épigénétique et d'implication pour I'élevage. Lempreinte génomique parentale est
un exemple atypique de régulation de l'expression des génes par des mécanismes
épigénétiques. Le rdle des marques épigénétiques dans la variabilité des carac-
téres est aujourd’hui reconnu. Les récentes avancées technologiques de séquencage
permettent d’analyser l'ensemble de 'épigénome soit de facon unique en accédant
au méthylome de 'ADN, soit de facon combinée en utilisant aussi le séquencage du
génome en longues lectures. Ces analyses comportent cependant des contraintes
majeures : leur colt sur génome entier, méme s’il diminue, reste tres élevé pour
une application a un grand nombre d’individus. De plus, alors que le génotype est
le méme pour toutes les cellules d’'un animal, I'épigénotype dépend de I'age (ou du
stade de développement) de l'individu et, surtout, est spécifique du tissu. Il faut
donc choisir avec soin les échantillons a analyser, notamment le tissu sélectionné,
afin d'obtenir des données pertinentes.

Malgré tout, avec le développement de nouvelles analyses génomiques et de nouvelles
méthodes de laboratoire pour I'épigénétique, il est possible qua 'avenir les éleveurs ne
s’appuient plus seulement sur les informations génétiques, mais utilisent également
I'épigénome des candidats a la sélection.
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Chapitre 6

Empreinte parentale chez les plantes :
mécanismes, fonctions et applications

CLEMENT LAFON PLACETTE

Comme expliqué dans les chapitres 4 et 5, on définit l'empreinte parentale comme
le phénomene épigénétique aboutissant a l'expression d’'un allele dépendant de son
origine parentale : certains génes sont exprimés uniquement a partir de l'alléle prove-
nant de la mere, alors que pour d’autres génes c'est l'allele paternel qui est exprimé.
L'empreinte parentale est observée chez les plantes a fleur (angiospermes, ce qui exclut
coniferes, fougeres et mousses), essentiellement dans la graine, et plus précisément dans
l'albumen, le tissu nourricier de lembryon, I'analogue du placenta des mammiferes.

La premiére observation de I'empreinte parentale chez les plantes a été faite sur le mais
dans les années 1970. Les grains de mais peuvent étre jaunes ou violets. Si l'on croise
deux plantes, 'une en tant que méle et 'autre en tant que femelle (la plupart des especes
sont hermaphrodites, on peut donc utiliser la méme plante comme male et femelle),
on obtient une couleur des grains, par exemple jaune. Mais si le croisement inverse est
réalisé, on obtient une couleur violette. Ceci ne s’explique pas facilement par la génétique
classique, ou le sens du croisement ne devrait pas changer le résultat de la descendance,
puisqu'une plante donnée a la méme séquence dADN, qulelle transmette ses alléles
en tant que méle ou en tant que femelle. Lempreinte parentale permet dexpliquer ce
phénomeéne : dans l'albumen, les chromosomes hérités du male expriment des genes
différents de ceux hérités de la femelle, les génomes paternel et maternel ont donc un
effet différent sur la couleur de la graine. Depuis cette premiére observation, I'empreinte
parentale a été retrouvée chez toutes les especes d'angiospermes étudiées : Arabidopsis,
ricin, riz, blé, tomate, nénuphar, fleur de singe, etc. Et on sait aujourd’hui qu'elle affecte
d’autres genes que ceux responsables de la coloration du grain de mais. On peut alors
se demander : I'empreinte parentale joue-t-elle un role biologique important et pour-
quoi est-elle apparue chez les plantes? Comment fonctionne-t-elle chez les plantes?
Peut-on utiliser notre savoir de I'empreinte parentale a des fins agronomiques? Ce sont
les questions sur lesquelles nous allons nous pencher dans ce chapitre.

» Rappel sur la reproduction sexuée chez les plantes

Les plantes, comme les animaux, ont une sexualité. Ceci parait peut-étre trivial, mais
jusquen 1717, on ignorait complétement que le sexe existait aussi chez les plantes.
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Cette date fait référence a la production par Thomas Fairchild d'eeillets hybrides en
mettant en contact du pollen, qu'il pensait étre la partie male des plantes, avec un
pistil, qu’il pensait étre la partie femelle de la fleur. Son intuition fut bonne, puisqu'’il
réussit ainsi a produire des plantes a partir des graines obtenues.

Bien que la reproduction sexuée chez les plantes présente certaines analogies avec celle
des animaux, elle montre aussi plusieurs particularités. Lune d’elles est I'existence de la
«double fécondation » : chaque grain de pollen (il y en a des milliers dans chaque fleur)
ne contient pas une, mais deux cellules spermatiques. Une autre particularité est que
ce que l'on appelle «ovule» chez les plantes est un organe complexe, plutdt analogue
a lovaire chez nous, qui contient non seulement des tissus maternels, mais aussi, a
maturité, deux cellules gamétiques. Lors de la fécondation, une cellule spermatique
maéle va fusionner avec une des cellules femelles pour donner le zygote puis l'embryon
(figure 6.1). La deuxiéme cellule male va fusionner avec l'autre gameéte femelle, la cellule
centrale, pour donner naissance a un tissu appelé «albumen». Ce tissu a pour fonc-
tion de nourrir I'embryon jusqu’a la maturité de la graine, voire parfois méme pendant
la germination de celle-ci. D’un point de vue anthropocentrique, l'albumen est d'une
importance agronomique majeure puisqu’il compose la plus grande partie des graines
de céréales comme le riz, le mais ou le blé. Par ailleurs, une analogie importante avec
les mammiféres placentaires est que les plantes a fleurs sont aussi vivipares (lembryon
grandit au sein de la meére, qui apporte les ressources nécessaires pour le bon déve-
loppement de l'embryon), et, tout comme le placenta, les cellules de I'albumen sont
biparentales, composées des génomes a la fois maternels et paternels. Il est probable que
ces deux caractéristiques soient la condition nécessaire pour 'émergence et I'évolution
de l'empreinte parentale au sein du vivant, plantes comprises.

Il est important de noter que normalement les gametes sont haploides, c’est-a-dire
que, du fait de la méiose, les gametes possedent un nombre de chromosomes divisé de
moitié par rapport aux cellules somatiques. Ainsi, quand les gameétes méles et femelles
fusionnent pendant la fécondation, ils redonnent une cellule avec un nombre de
chromosomes équivalent a celui des cellules somatiques. C’est bien le cas des cellules
spermatiques dans le pollen, et de l'oosphere chez la femelle chez la plupart des espéces
de plantes. En revanche, la cellule centrale, l'autre cellule gamétique femelle, est en fait
une fusion de deux gameétes. Elle posséde donc un nombre de chromosomes double
comparé aux autres gametes. La fusion entre une cellule spermatique et la cellule
centrale aboutit donc a des cellules de 'albumen ayant deux copies de chromosomes
maternels et une copie de chromosomes paternels. Le ratio entre les chromosomes
maternels et paternels n'est donc pas de 1 pour 1 dans 'albumen, mais de 2 pour 1.

» Mécanismes épigénétiques aboutissant
a Ulempreinte parentale
Comment l'empreinte parentale se met-elle en place au niveau moléculaire chez les

plantes, et par quels processus épigénétiques? Pour répondre a cette question, il faut
s'intéresser a ce qu'il se passe dans les gameétes, apres la méiose et avant la fécondation.

A maturité, le pollen est composé de deux types de cellules : la cellule végétative et les
cellules spermatiques (figure 6.1). Dans le noyau végétatif, une forte décondensation
de la chromatine seffectue, notamment a cause de l'absence d’'une enzyme responsable
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de la formation d’hétérochromatine, DDM1 (decrease in DNA methylation I), habituel-
lement présente dans toutes les cellules. En revanche, une enzyme appelée DEMETER,
qui a une action déméthylante (remplacement des cytosines méthylées par des cyto-
sines non méthylées), est elle active dans le noyau végétatif (Ibarra et al., 2012). Cette
enzyme cible particulierement les éléments transposables. Ceci aboutit dans le noyau
végétatif & une réexpression des éléments transposables, normalement réprimés par
la machinerie épigénétique. Cette réactivation des éléments transposables va étre un
signal pour l'activation d’une voie moléculaire particuliére, la RADM (RNA-directed
DNA methylation; voir chapitre 10). En reconnaissant les transcrits d’éléments trans-
posables, cette voie va entrainer le clivage de ceux-ci en petits ARN, qui vont a leur
tour servir a la répression d’autres éléments transposables reconnus par homologie de
séquence avec ces petits ARN. Il est & noter que ces petits ARN ne vont pas avoir une
action dans le noyau végétatif, mais vont migrer de la cellule végétative vers les cellules
spermatiques ot ils vont s'accumuler (Martinez et al., 2016). Le noyau végétatif apparait
donc comme «usine » a petits ARN, les destinataires étant les cellules spermatiques.

Les gameétes femelles sont plus difficiles a étudier du fait de leur faible nombre (comparé
aux grains de pollen). Néanmoins, les données actuelles montrent un scénario tres
similaire a celui du pollen, notamment, dans la cellule centrale : 'enzyme DEMETER
est aussi active, ce qui aboutit a la réduction de la méthylation de 'ADN, spécialement
sur les éléments transposables. Par manipulation génétique, il a été montré que des
petits ARN artificiels produits dans la cellule centrale sont capables de réprimer des
geénes exprimés dans l'oosphere (Ibarra et al., 2012). Des petits ARN artificiels peuvent
donc migrer entre cellule centrale et oospheére. Il parait donc probable que les petits
ARN naturels en soient capables aussi, mais cela reste a démontrer.

A ce stade, la question du réle de ces remaniements épigénétiques, a la fois du coté
méle et femelle, se pose. Une des hypothéses actuellement privilégiées est que ces
remaniements épigénétiques au cours de la reproduction joueraient un role de protec-
tion contre d’éventuelles insertions d’éléments transposables pouvant étre néfastes a la
génération suivante (Tirot et Jullien, 2022). En effet, si un élément transposable peut
s'insérer dans 'ADN des gameétes, il sera transmis a la génération suivante. Cela peut
étre bénéfique pour 1élément transposable, mais pas forcément pour la génération
suivante : les éléments transposables s’insérent n'importe ou, y compris dans les génes,
et certaines familles d’éléments transposables s’insérent méme préférentiellement dans
les genes. Il y a donc un risque important d’effets déléteres pour la génération d’'apres
si cela se produit. Les remaniements décrits ci-dessus aboutissent a I'accumulation
de petits ARN dans les gamétes et au maintien de la méthylation des éléments trans-
posables dans ces cellules. Par ailleurs, dans l'embryon durant son développement,
on observe une forte vague de méthylation, notamment des éléments transposables,
et certains chercheurs pensent que c’est une conséquence directe de 'accumulation de
petits ARN dans les gametes, méme si cela reste a démontrer.

Dans l'albumen, les mécanismes épigénétiques sont uniques comparé aux autres
organes. Comme le montre la figure 6.1, du fait des événements épigénétiques difté-
rents se passant dans la cellule spermatique et la cellule centrale, la premiere cellule
de l'albumen comporte une asymétrie épigénétique entre allele maternel et allele
paternel, notamment au niveau des éléments transposables. Cette asymétrie sera
maintenue au cours des divisions cellulaires lors du développement de I'albumen.
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Si un geéne se trouve a proximité d'un élément transposable, il va présenter une asymé-
trie d’'expression entre alléle maternel et paternel, car la régulation de ce géne va étre
influencée par les marques épigénétiques alentour, spécialement si ces marques se
situent dans le promoteur de ce gene. Cependant, méme si la relation « méthylation
de l'élément transposable sur lalléle paternel = répression du géne associé = allele
maternel exprimé uniquement» est parfois vérifiée, quelque fois cette méthylation de
I'’ADN va «protéger » l'alléele paternel du complexe enzymatique Polycomb, qui dépose
une autre marque répressive, la méthylation des histones (H3K27). Pour des raisons
mal comprises, les Polycomb sont exclus de zones génomiques méthylées. Dans ce
cas, l'allele maternel, qui ne posséde pas de méthylation de 'ADN, sera réprimé par la
marque histone, alors que l'allele paternel, sur lequel la méthylation de 'ADN exclut
les Polycomb, pourra s’exprimer, aboutissant a un gene sous empreinte paternelle.

On ne comprend pas encore tous les mécanismes aboutissant a l'expression d'un seul
allele parental a partir de I'asymétrie épigénétique de départ. Mais ce qui semble stir,
Cest que cette asymétrie est la base de la mise en place de I'empreinte parentale. Par
ailleurs, cette asymétrie épigénétique nexiste presque pas dans l'embryon, ce qui
explique que l'empreinte parentale a lieu essentiellement dans I'albumen. Pourtant,
pour une dizaine de génes et a des stades tres restreints du développement embryon-
naire, l'empreinte parentale a été montrée dans l'embryon (Raissig et al, 2013).
Cela reste cependant trés marginal et est encore en débat.

» Mort de la graine hybride : U'empreinte parentale,
usual suspect

L'étre humain est diploide (deux copies de chaque chromosome) comme la plupart
des animaux. Mais chez les plantes, on trouve non seulement des especes diploides
(comme le mais) mais aussi d’autres qui ont plus de deux copies de leurs chromosomes:
certaines sont tétraploides (4 copies comme I'armoise annuelle), hexaploides (6 copies
comme le chou commun ou le blé tendre), dodécaploides (12 copies comme la célosie
argentée), pour n'en citer que quelques exemples. On regroupe ces espéces sous le
terme «polyploides» (ayant plus de deux copies de chromosomes), et on retrouve
bon nombre d’entre elles dans les espéces cultivées (banane, canne a sucre, fraise, blé,
etc.). Trés tot en agronomie, des croisements entre especes diploides et polyploides
ont été tentés. Or, depuis les premiers ceillets hybrides de Thomas Fairchild et jusqu’a
aujourd’hui, la production d’hybrides de plantes se heurte a un probléeme important :
les graines issues de croisements entre niveaux différents de ploidie sont souvent
«mort-nées» (non viables). De méme, les graines hybrides issues de croisements entre
espéces différentes ne sont souvent pas non plus viables.

Ceci a deux conséquences majeures. La premiere concerne I'évolution des especes,
qui, si elles ne peuvent pas produire d’hybrides viables, resteront séparées génétique-
ment, aboutissant a la cohabitation et a la perpétuation d’espéces différentes (c’est
ce que l'on appelle une barriere reproductive). La seconde concerne 'amélioration
des plantes : celle-ci est largement basée sur la production de lignées hybrides, qui
nécessite lobtention de graines hybrides viables.

Les communautés scientifique et agronomique ont étudié la mort de la graine hybride
en détail depuis plus d'un siécle, permettant d’avoir un tableau assez détaillé de ce
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phénomeéne. De fagon intéressante, quel que soit le cas, hybride entre especes ou
hybride entre diploides et polyploides, les mémes phénomeénes sont observés, a savoir :
— le probleme de la graine hybride vient toujours de 'albumen, qui a un développement
anormal et donc ne remplit pas son role de nourrissement de l'embryon. On le sait car,
notamment depuis le début du xx¢ siécle, la technique de «sauvetage d'embryon» est
utilisée en agronomie. Elle consiste a extraire lembryon d’une graine apres fécondation et
a placer cet embryon dans un milieu nutritif in vitro, appelé par certains «albumen arti-
ficiel » : en prenant l'embryon d’'une graine hybride qui serait normalement non viable,
on arrive a cultiver lembryon en lui donnant les substances nutritives dont il a besoin et
ainsi obtenir une plante hybride en parfaite santé. Le probleme de la graine hybride ne
vient donc pas de l'embryon, mais bien de 'albumen qui ne remplit pas son rdle;

— en fonction du sens du croisement, les graines obtenues ne sont pas exactement
les mémes : en effet, croiser une espece/ploidie A en tant que plante mére et une
espece/ploidie B en tant que donneur de pollen naboutit pas au méme résultat si on
inverse, cest-a-dire utiliser A comme donneur de pollen et B comme plante meére
(figure 6.2). Parfois méme, les graines hybrides sont viables dans un sens du croisement,
mais pas dans l'autre. Cela suggere que les génomes paternels et maternels ne sont pas
équivalents, ils n'ont pas le méme effet sur la graine. Si ce n’était pas le cas, utiliser une
plante comme pére ou mére dans un croisement hybride ne changerait rien.

Ces deux caractéristiques de la graine hybride correspondent a l'empreinte parentale :
mort de la graine hybride et empreinte parentale prennent place dans l'albumen, et
elles ont un effet dépendant du parent d'origine. Le fait que les génomes paternels et
maternels n'ont pas le méme effet sur la graine peut s'expliquer par le fait que ces deux
génomes expriment des geénes différents : pour certains génes, l'alléle paternel sera
exprimé, alors que pour d'autres génes, ce sera l'allele maternel.

Lempreinte parentale semble donc une cause moléculaire plausible pour expliquer
la mort de la graine hybride (Stédler et al., 2021). Il faut cependant davantage d’'argu-
ments dans ce sens, mais la recherche fondamentale de ces derniéres années y aide. 11
est aujourd’hui facile de muter des génes chez un certain nombre d’espéces de plantes,
notamment Arabidopsis. Chez cette espéce, plusieurs travaux ont montré que si on
mute des génes sous empreinte parentale, les taux de viabilité des graines hybrides sont
proches de la normale (Adams et al., 2000). Lempreinte parentale est donc directement
impliquée dans la mort de la graine hybride. De la méme fagon, si I'on mute le donneur
de pollen pour une des méthyltransférases, la viabilité des graines hybrides issues du
croisement augmente, indiquant que la méthylation de '’ADN, probablement via la régu-
lation de I'empreinte parentale, joue un rdle important dans la mort de la graine hybride.

» Causes évolutives de U'apparition de U'empreinte parentale
chez les plantes

Cette question reste relativement ouverte. Le fait quon retrouve 'empreinte paren-
tale chez toutes les espéeces de plantes a fleurs étudiées jusqu'a aujourd’hui pourrait
suggérer que l'empreinte parentale est trés importante. Et pourtant, ce nest pas si
évident. En effet, plusieurs chercheurs ont proposé que 'empreinte ne soit qu'un
sous-produit de mécanismes plus importants, et quelle n‘ait pas vraiment de role
biologique. Leurs arguments sont tout d’abord fondés sur le fait que l'empreinte paren-
tale ne concerne que plusieurs dizaines, voire quelques centaines de génes maximum;
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Equilibre entre génomes Plus de génome Plus de génome
maternel et paternel maternel paternel
QOZ Qo” o}
Plante mere diploide tétraploide diploide
Donneur de pollen diploide diploide tétraploide
Ratio maternel:paternel 29:1d 4910 2Q:2F
dans I'albumen | i | ||

Albumen élargi
Albumen normal

Albumen réduit

Figure 6.2. Mort de la graine hybride aprés croisement entre plantes diploides et tétraploides.

Chaque barre rouge et verte représente une copie de chromosomes maternels et paternels, respectivement.
Les graines avec des parents de méme ploidie sont viables (représentées par un smiley), alors que les graines
avec des parents de ploidies différentes ne sont généralement pas viables (représentées par une téte de
mort). A noter que méme si dans les deux sens de croisement entre diploides et tétraploides les graines ont
des problemes de survie, les problémes que chaque croisement a ne sont pas les mémes, montrant l'effet
dépendent du parent propre a l'empreinte parentale.

comparé a 20000-40000 genes dans 'ensemble du génome selon l'espéce, cela repré-
sente moins de 1% des génes. Clest peu. Lautre argument est que les mécanismes
épigénétiques qui aboutissent a I'empreinte parentale visent avant tout les éléments
transposables (voir figure 6.1). Ces mécanismes ont probablement pour fonction la
défense contre les éléments transposables et le maintien de l'intégrité du génome a
travers les générations. Les génes & empreinte parentale le seraient uniquement par
chance : dans ces quelques cas, un élément transposable se serait inséré pres d’'un
geéne, et par conséquent, les mécanismes visant cet élément transposable auraient un
impact sur l'expression du géne adjacent (Gehring et al., 2009). Comme ces marques
épigénétiques sont asymétriques en ce qui concerne les génomes paternel et maternel
dans l'albumen, cela aboutirait a l'empreinte parentale sur ce géne.

Entre temps, des études ont montré que l'empreinte parentale joue un rdle dans la mort
de la graine hybride. Cependant, il apparait ici aussi probable que l'empreinte parentale
soit d’'abord apparue comme un sous-produit de la défense contre les éléments transpo-
sables, et qu'elle ait ensuite acquis un role plus fonctionnel. Cette hypothése est soutenue
par une étude chez Arabidopsis dans laquelle 15 geénes sous empreinte ont été mutés :
les graines des plantes mutées ne montraient aucune différence avec les plantes sans la
mutation (Wolff et al., 2015). Cela suggere donc que, hormis le cas des graines hybrides,
les génes a empreinte parentale ne jouent pas un role important pour le développement
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de la graine. Cependant, il est possible que muter un seul géne & empreinte parentale a la
fois ne suffise pas a voir un changement sur la graine : l'ensemble des génes a empreinte
pourraient jouer un role dans la graine, de maniére additive.

Ce roéle pourrait entre autres étre lié a une particularité des plantes a fleurs (aussi
appelées angiospermes) comparé aux gymnospermes tels que les coniféres : chez ces
derniers, le tissu nourricier de l'embryon, appelé «endosperme », provient uniquement
de la plante meére, et se développe pour l'essentiel avant méme que l'oosphére ne soit
fécondée par le pollen. Le probléme avec cette stratégie reproductive est que si le pollen
ne vient jamais (ce qui arrive souvent), la plante meére aura produit en vain un tissu
riche en ressources, ce qui a un cotit pour la plante : celle-ci n’a qu'une certaine quantité
de substances nutritives a sa disposition, et ce qu'elle donne pour les graines, elle ne
peut l'utiliser pour sa survie. Ce probléme est résolu avec la double fécondation chez
les angiospermes : le tissu nourricier ne sera produit que s’il y a fécondation. Ici entre
en jeu lempreinte parentale : pour se développer, 'albumen a besoin de facteurs de
croissance, notamment la phytohormone auxine. Chez plusieurs plantes comme le riz
et Arabidopsis, les génes a empreinte paternelle incluent des genes responsables de la
syntheése d'auxine tels que les génes YUCCA et TAR (Chen et al., 2018). Autrement dit,
le développement de I'albumen est ici soutenu par un apport paternel d’auxine via des
geénes exprimés par l'alléle paternel, alors que l'allele maternel est réprimé, empéchant
la formation d’albumen sans génome paternel. Par manipulation génétique ou par
application externe d’auxine, des chercheurs ont pu déclencher le développement de
l'albumen sans fécondation, que l'on appelle albumen «autonome » (Figueiredo et al.,
2015). Cet albumen autonome finit cependant par dégénérer, probablement en raison
de l'absence de genes exprimés par le génome paternel.

Par ailleurs, comme illustré en figure 6.2, lorsqu’une plante diploide est croisée avec une
plante polyploide, 'albumen produit induit des problémes de développement aboutis-
sant a la mort de la graine. Comme mentionné précédemment, ce phénotype dépend
du sens du croisement et illustre que les contributions des chromosomes paternels et
maternels doivent respecter le ratio de 2 maternel pour 1 paternel. Il s’agit d'un systéme
clé-serrure apporté par l'empreinte parentale, avec les génomes maternel et paternel
apportant leur contribution propre, en quantité propre, et de maniere complémentaire
et interdépendante. Si I'un est absent ou si 'apport de I'un est disproportionné par
rapport a l'autre, l'albumen ne se développera pas proprement, ou pas du tout.

Cette hypothése clé-serrure n'est cependant pas totalement satisfaisante pour expliquer
un fait surprenant : dans deux systémes a priori completement différents, mammiferes
placentaires et plantes a fleurs, lempreinte parentale est apparue de maniére indépen-
dante. Il pourrait donc s’agir d'un cas d’évolution convergente en réponse a la méme
pression sélective. Mais laquelle ? Pour répondre a cette question, il faut rappeler les
quelques similarités des mammiferes placentaires et des plantes a fleur :

— les deux systemes sont vivipares, avec 'embryon se développant au sein de la mére
jusqua maturité, avec une connexion mere-embryon pour le transfert de ressources
vers lembryon;

— le génome paternel contribue au tissu nourricier, placenta/albumen;

— une mere peut donner naissance a des descendants provenant de péres différents.

Ces trois éléments donnent la possibilité de I'émergence du conflit parental (voir
chapitre 5). En bref, dapres cette théorie, la valeur sélective du génome paternel
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sera maximale si ce génome peut influencer la quantité de ressources données a son
embryon au détriment des embryons fécondés par les autres contributeurs paternels,
amenant sa descendance a étre de meilleure qualité comparée aux autres. En revanche,
ce scénario avec des descendants moins favorisés que d’autres n'est pas bénéfique pour
la femelle, car tous les descendants portent ses alléles. La fitness du génome maternel
sera donc meilleure si un plus grand nombre de descendants ont une fitness suffisante
pour survivre. On entre donc dans un conflit d'intéréts sélectifs entre mere et pére, et
le fait d’avoir des génes exprimés uniquement du c6té paternel ou uniquement du coté
maternel (empreinte parentale) permet une influence spécifique de chaque parent sur les
ressources données a 'embryon. Et le tissu nourricier, 'albumen, est le tissu le plus direct
pour influencer la quantité de ressources attribuées a l'embryon (Haig et Westoby, 1989).

Cependant, contrairement aux mammiféres, ce scénario n'est pas satisfaisant chez
les plantes au regard de la fonction des génes sous empreinte parentale. En effet, les
fonctions de ces génes n'ont pas de lien clair avec le métabolisme, et ils sont plutot
impliqués dans la régulation de la chromatine et dans la régulation des génes en
général. Bien entendu, il se pourrait que les génes sous empreinte parentale régulent
des génes en aval qui, eux, sont impliqués dans I'accumulation de substances nutritives,
et, bien que quelques études aillent dans ce sens, ce lien reste encore a démontrer clai-
rement. En revanche, les croisements entre plantes de ploidies différentes apportent
un argument en faveur du conflit parental : si le donneur paternel a plus de chromo-
somes que la plante mére, 'albumen hybride aura donc plus de chromosomes venant
du pére, et le résultat est que l'albumen va croitre de maniére importante (avant
de mourir). A linverse, quand la plante mére a une ploidie plus importante que le
donneur paternel, 'albumen hybride, qui a davantage de chromosomes venant de la
plante meére, sera plus petit que la normale. Ceci suggére que les génes de 'albumen
exprimés par les chromosomes paternels favorisent la croissance de 'albumen et donc
l'alimentation de I'embryon, alors que les génes exprimés par les chromosomes mater-
nels ont leffet opposé. Ceci correspond a ce que l'on attend dans le cas d’'un conflit
sélectif olt donneurs paternels sont sélectionnés pour accroitre les ressources données
a leurs propres embryons, alors que l'avantage sélectif de la plante mere est de limiter
I'inégalité de distribution des ressources entre graines. Davantage de démonstrations
formelles du conflit parental en tant que cause évolutive de 'apparition de I'empreinte
parentale restent néanmoins nécessaires.

» Application pour lamélioration des plantes

Il semble clair aujourd’hui que l'empreinte parentale est impliquée dans le dévelop-
pement de 'albumen et dans la mort de la graine. Peut-on utiliser ce savoir a des fins
agronomiques ?

Concernant la production de graines hybrides viables, on sait que I'épigénétique, et
notamment la méthylation de 'ADN, est impliquée dans la mort de la graine hybride.
En manipulant la méthylation de TADN, il est possible en théorie d’améliorer la viabi-
lité de ces graines. Ceci permettrait notamment de réduire le travail de sauvetage
d’embryons, qui marche certes bien, mais qui requiert de longues heures de travail
minutieux pour disséquer les embryons et les placer en milieu in vitro. Cependant,
en Europe, a cause des régulations actuelles, il est impossible d’utiliser des mutants
de genes impliqués dans l'empreinte parentale. Mais il existe d’autres moyens que la
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mutageneése pour manipuler la méthylation de 'ADN, et I'un d’eux est l'utilisation de
produits hypométhylants tels que la 5-azacytidine. Ce composé est un analogue de la
cytidine, un des nucléosides de TADN. Si on l'applique sur une plante, la 5-azacytidine
sera incorporée dans TADN de la plante. A la différence de la cytidine, elle causera
un blocage et une dégradation des enzymes méthyltransférases. Le résultat sera une
hypométhylation du génome de la plante. Mais peut-on obtenir des graines hybrides
viables en appliquant de la 5-azacytidine sur des plantes avant de les croiser avec
d’autres especes? La réponse est oui, en tout cas pour Arabidopsis et la capselle (une
espece proche du chou), pour lesquelles une étude a montré que le taux de viabilité
de graines hybrides entre espéces et entre ploidies a augmenté apres l'application de
la 5-azacytidine (Huc et al., 2022). Ces espéces de plantes sont assez petites, et donc
l'absorption de 5-azacytidine se fait assez facilement. Il reste maintenant a savoir si
d’autres plantes, plus grandes et notamment d’intérét agronomique, montreraient la
méme réponse au traitement par la 5-azacytidine...

Dans un autre registre, pour 'amélioration des plantes et des céréales en particulier (blé,
mais, orge), un phénomene bien connu depuis le x1x¢ siécle est l'effet xenia (Denney,
1992). La racine grecque de ce mot veut dire «étranger», car leffet xenia décrit
I'influence du donneur de pollen sur le développement de la graine fécondée. Cela a
longtemps intrigué les chercheurs, car il était compliqué d'expliquer comment le pollen
peut avoir un effet direct sur des tissus et des organes portés par la plante mere. Cela se
traduit par un changement de couleur, de taille ou de qualité de la graine dépendant du
donneur de pollen, et pas de la plante mere. Plusieurs dizaines de cas xenia différents
ont été identifiés a ce jour. Bien sir, certains de ces cas sexpliquent simplement par
de la dominance. Mais parfois, si une plante est utilisée en donneur de pollen ou en
plante mére, on n'obtient un effet sur la graine uniquement dans le cas ot la plante est
le donneur de pollen.

Cet effet xenia correspond une fois encore aux propriétés de l'empreinte parentale,
et c’est pour cette raison qu’il a été proposé que certains des cas xenia puissent étre
expliqués par des genes a empreinte paternelle. Pourtant, les génes en cause restent
mystérieux. Les approches QTL (quatitative trait locus) réalisées par les sélection-
neurs pour identifier les régions du génome responsables de leffet xenia ont défini
des régions génomiques tres vastes, qui contiennent plusieurs dizaines ou méme
centaines de geénes. Identifier ensuite le géne responsable est un travail de plusieurs
années. En revanche, parce quon connait désormais les génes a empreinte paternelle
dans plusieurs espéces cultivées (mais, riz, orge ou blé) et que leur nombre est relati-
vement restreint, la liste des genes candidats contenus dans les QTL xenia peut étre
grandement réduite. Des chercheurs travaillent donc actuellement sur l'identification
et la caractérisation de ces genes. Certains ont un effet sur la qualité de la graine. Il est
donc envisageable a 'avenir d’utiliser la sélection assistée par marqueurs basée sur le
séquencage ou la mesure d'expression de ces génes a empreinte paternelle pour jouer
sur la qualité des graines.
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Chapitre 7

La vie in utero : programmation épigénétique
des caracteres

ANNE GABORY

Les maladies chroniques, ou maladies non transmissibles, sont des affections de
longue durée qui résultent de la combinaison de facteurs génétiques, physiologiques,
environnementaux et de modes de vie. D’apres 'Organisation mondiale de la santé
(OMS, 2022), elles sont a l'origine de 41 millions de morts par an, soit 74% de la
mortalité globale de la population humaine. Les principales maladies chroniques
sont, dans l'ordre d'importance, les pathologies cardiovasculaires (responsables de
crises cardiaques et d’accidents vasculaires cérébraux), les cancers, les maladies
respiratoires chroniques (comme la maladie pulmonaire obstructive chronique ou
I'asthme chez '’humain) et les diabeétes. Les facteurs génétiques entrent en jeu dans le
développement des maladies chroniques, mais s'ils peuvent expliquer la maladie pour
un individu donné, ils ne sont pas pertinents pour justifier 'augmentation rapide de
leur fréquence dans l'ensemble de la population. Celle-ci est plutét déterminée par
I'environnement ou le style de vie des individus : tabac, sédentarité, nutrition trop
riche, alcool, constituent les principaux facteurs de risque. Cependant, I'ensemble de
ces facteurs ne suffit pas a justifier la croissance tres rapide de l'incidence mondiale
des pathologies chroniques.

» Les origines développementales des maladies

Deés les années 1960, des expériences chez le rat ont montré que l'environnement
nutritionnel de la meére pouvait influencer 'apparition de pathologies des descen-
dants devenus adultes. Dans les années 1980, les travaux de David ]. Barker et
C. Nicholas Hales ont permis de poser I'’hypothése des origines foetales des maladies,
qui deviendra par la suite le concept plus élargi des «origines développementales
de la santé et des maladies» (developmental origins of health and disease, DOHaD)
(Hales et al., 1991). Cette hypothese, aujourd’hui bien étayée expérimentalement,
postule que l'environnement au cours du développement (la vie in utero) peut avoir
des conséquences importantes pour la santé de l'individu au cours de sa vie adulte,
conduisant aux maladies chroniques. La formulation du concept des « 1000 premiers
jours» a été récemment utilisée pour parler des effets d’'une période qui court de
la grossesse aux 2 ans révolus de l'enfant. Le concept de DOHaD va en fait au-dela
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de cette période, puisqu’il englobe les périodes de la gamétogenése (donc avant la
conception) et du développement embryonnaire et foetal, et la période postnatale de
l'enfance, qui s'étend généralement chez '’humain au-dela des deux premiéres années
de vie (Charles et al., 2016).

Lenvironnement précoce peut étre altéré selon différents parametres : exposition a
des toxiques (alcool, tabac, pollution, produits chimiques, etc.), alimentation (sous-
nutrition/famine, carences en micronutriments, régime pléthorique de type occidental,
etc.), stress (stress psychosocial, maltraitance, adversité, etc.), activité physique
(en particulier sédentarité), etc. Lensemble des expositions environnementales,
précoces et tout au long de la vie de l'individu, est appelé « exposome ». Les recherches
initiales sur les origines feetales étaient concentrées sur l'environnement de la mere,
du fait de la relation in utero et de I'importance des soins maternels. Ce chapitre sur la
vie in utero sera consacré a l'environnement maternel mais il est aujourd’hui clair que
I'environnement du pére a également une influence importante (encadré 7.1).

Encadré 7.1. Transmission paternelle de 'information environnementale

Les premieéres données, suggérant la transmission intergénérationnelle deffets
environnementaux, basée sur des informations épigénétiques, concerne l'environ-
nement maternel. En effet, les facteurs maternels présents dans lovocyte (protéines,
petits et longs ARN dans le cytoplasme) au moment de la fécondation, la vie in utero
et la relation transplacentaire puis I'importance des soins maternels aux petits, sont
documentés. Dans les années 1990, coté paternel, le spermatozoide nétait censé
transmettre que son noyau et de l'information épigénétique restreinte a lempreinte
parentale. Aujourd’hui, il est clairement établi que le pére transmet bien plus que le
seul patrimoine génétique du spermatozoide.

Au début des années 2010, des études chez la souris, révelent que le statut métabo-
lique des peéres, soit au cours de leur vie in utero (Radford et al., 2014), soit de leur vie
adulte (Carone et al., 2010), a des conséquences sur le phénotype de leur descendance,
suggérant un passage d'information non génétique via le sperme. Cette transmis-
sion de phénotypes métaboliques du pere aux descendants est aussi observée chez
I'homme (Chen et al., 2012). Ces études ont suspecté un mécanisme épigénétique
sous-jacent sans pouvoir le démontrer formellement. En effet, le statut métabo-
lique défavorable au cours de la vie in utero induit une perte de méthylation sur une
centaine de régions de 'ADN des spermatozoides. Devenus adultes, la fertilité de ces
animaux est affectée et se traduit par une réduction du développement embryon-
naire. Mais ces modifications de méthylation ne sont pas transmises a la descendance,
qui voyait pourtant l'expression des génes de ces régions modifiée (Radford et al.,
2014). De nombreuses études ont montré depuis que l'information est en partie
portée par les petits ARN non codants. Ainsi, sous régime alimentaire standard, les
descendants de péres nourris avec un régime occidental (gras et sucré) présentent une
augmentation de poids corporel, de glycémie a jeun et une moins bonne tolérance au
glucose, caractérisant une prédisposition a l'obésité et au diabete. Les animaux issus
d’'un embryon tout juste fécondé dans lequel sont micro-injectés des petits ARN non
codants prélevés dans le sperme des péres montrent la méme prédisposition (Grand-
jean et al., 2015). De la méme maniére, une restriction protéique paternelle augmente
la quantité d’un type de petits ARN non codants (appelés tRF pour fragment ’ARN
de transfert) dans les spermatozoides, ce qui module l'activité transcriptionnelle et
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le développement précoce de l'embryon. Ces petits ARN non codants sont produits
par les cellules épithéliales épididymaires, ils sont présents dans les vésicules extra-
cellulaires et transférés aux spermatozoides en maturation en transit dans I'épididyme
(Sharma et al., 2016). Une autre partie de l'information est portée par la chroma-
tine. Bien que la plupart des histones soient remplacées par des protamines au cours
de la maturation du spermatozoide, certaines sont retenues et portent des modifi-
cations post-traductionnelles qui peuvent étre transmises a I'embryon. Une étude
récente a en effet montré que la restriction paternelle en folate induit une modifi-
cation de la distribution de la marque H3K4me3 dans le sperme. Une partie de ces
marques, transmise a la descendance, change l'expression des l'activation du génome
embryonnaire avant I'implantation, entraine des modifications du développement et
a des conséquences jusqua l'age adulte (Lismer et al., 2021). Lensemble des résultats
décrits ci-dessus ont été obtenus dans des modeles murins mais des modifications
similaires du sperme sont également retrouvées chez 'humain et pourraient de la
méme maniére, transmettre I'information (Lismer et Kimmins, 2023).

En élevage, et plus particulierement pour les bovins, la sélection génétique s’appuie
sur 'utilisation de la semence des maéles sélectionnés. Dans cette espéce comme
pour les espéces modeéles ou les humains, l'environnement (vie in utero, post-natale,
péri-pubertaire, adulte) a des conséquences sur le phénotype des reproducteurs,
les capacités reproductrices pouvant étre modifiées et avoir des effets sur la géné-
ration suivante. Il est possible de prédire la fertilité des taureaux par une analyse
de positions génomiques différentiellement méthylées (Costes et al., 2022). Ainsi,
en élevage, la combinaison des informations génétique et épigénétique pourrait
orienter la sélection vers des animaux plus adaptés ou adaptables aux variations
environnementales tout en préservant la production de produits de qualité (viande,
lait, etc.), nécessaire a la sécurité alimentaire.

Pour conclure, en santé humaine comme en santé animale, un nouvel aspect a
prendre en considération est l'environnement du pere. Le déchiffrage des méca-
nismes en jeu, comme pour la transmission maternelle, est encore a l‘étude.
L'épigénétique semble étre un lien clé entre les générations.

Les effets d’environnement maternels sur la santé et la prédisposition aux pathologies
chroniques de la descendance dépendent de :

— la courbe de croissance foetale, en fonction du développement du placenta et de ses
capacités de transfert de nutriments vers le feetus;

— l'adaptation des tissus feetaux a cet environnement maternel.

Afin d’étudier les mécanismes associés ala DOHaD, de nombreux modéeles animaux,
principalement des rongeurs, mais aussi des lapins, des moutons ou encore des
primates non humains (macaques, singes rhésus, etc.), ont été développés. Les
meres sont placées soit dans un environnement de restriction (réduction de 'apport
calorique et de la proportion de protéines dans le régime alimentaire), soit dans
un environnement nutritionnel riche (régime hyperlipidique, riche en lipides et en
sucre de type occidental, obésité ou diabete induits chez la mére, etc.). La figure 7.1
présente les observations faites sur les foetus dans ces modeles animaux, en cas de
modification de la balance nutritionnelle de la mere. Le développement et la fonc-
tion placentaire sont modulés par l'environnement maternel. Il a été proposé que
celui-ci peut jouer en quelque sorte un effet tampon, c’est-a-dire absorber les effets
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de l'environnement. Les nutriments transférés du sang maternel vers le sang feetal
dépendent de cette adaptation placentaire. Le feetus, & son tour, va s’adapter a cet
environnent métabolique, a la présence ou a l'absence de nutriments particuliers.
Ainsi, le développement de diftérents organes, tels que le cerveau, le tissu adipeux,
le pancréas et les reins, est modifié. Cela conduit a long terme a une altération fine
de la fonction de ces organes. Dans l'exemple de la figure 7.1, les descendants sont
prédisposés a l'obésité, au diabéte et a I'hypertension, trois pathologies associées
dans le syndrome métabolique.

» Epigénétique et DOHaD

Des mécanismes épigénétiques considérés comme fondamentaux
dans la DOHaD

L'implication des mécanismes épigénétiques dans la DOHaD s’est rapidement imposée
comme étant un élément crucial. Les marques épigénétiques sont en effet recopiées
de cellules méres en cellules filles au cours des divisions cellulaires, expliquant leur
capacité a «mémoriser» a long terme des environnements changeants (Junien et al.,
2016). De fait, I'épigénome subit deux phases majeures de reprogrammation : au cours
de la gamétogenese et pendant le développement (voir chapitres 2, 3 et 4). Ces phases
deffacement et de réécriture permettent d’écrire un épigénome spécifique a chaque
type cellulaire sélectionnant les genes qui doivent fonctionner (profil d’expression
génique), et donc de donner l'identité et la fonction propre de chaque cellule, dans un
tissu au sein d’un organe (figure 7.2).

Ainsi, au cours de la gamétogenese, on constate une apposition, via épigénome, d'une
identité gamétique d'ovocyte ou de spermatozoide. Leffacement de I'épigénome gamé-
tique juste apres la fécondation laisse la place a 'apposition de nouvelles marques,
concomitantes a la différenciation des premiers lignages cellulaires (trophectoderme
et cellules de la masse interne au stade blastocyste), puis des lignages embryonnaires
(ectoderme, endoderme et mésoderme), puis des 200 différents types cellulaires
composant un individu. La croissance feetale, la relation materno-feetale et les
échanges transplacentaires sont ensuite des éléments clés du développement et de
l'organogeneése. Au cours de la période postnatale, trois systémes majeurs de l'orga-
nisme subissent une maturation importante : le systeme digestif, le systéme nerveux
central et le systéme immunitaire. Lenvironnement nutritionnel change de fagon
brusque, avec notamment des transitions alimentaires : de I'alimentation via le cordon
ombilical a I'alimentation orale (allaitement ou biberon), puis de I'alimentation lactée
vers une alimentation solide prise de facon autonome. Les soins parentaux sont alors
extrémement importants. Cette période est également marquée par un développement
cognitif considérable. Pendant ces périodes foetales et postnatales, au sein des organes,
les cellules acquiérent un destin cellulaire, puis se différencient; la mémoire de la déci-
sion de cette identité cellulaire est ensuite gardée sur le long terme : les mécanismes
épigénétiques sont au centre de ce processus.

Sil'environnement paternel ou maternel peut modifier l'effacement ou l'apposition des
marques épigénétiques a ces stades de plasticité, alors une mémoire de cet environ-
nement précoce pourrait étre conservée, influencer le fonctionnement des organes a
long terme et donc conditionner la balance santé-pathologie.
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Les liens entre environnements et régulation épigénétique du génome

Les liens entre épigénétique et environnement sont maintenant clairement démontrés
via plusieurs voies distinctes.

e La signalisation cellulaire : l'exposition a des toxiques, la nutrition ou lactivité
physique peuvent influencer notre épigénome, suite a l'activation de voies de signalisa-
tion cellulaire, qui correspond au systéme de communication entre cellules (direct ou a
courte/longue distance) afin de coordonner leur activité. Les récepteurs membranaires
ou nucléaires sont des protéines qui peuvent lier une molécule, appelée «ligand»,
et induire des cascades de signalisation au sein desquelles les enzymes de la machi-
nerie épigénétique vont étre impliquées. Par exemple, la fixation d'un ligand sur un
récepteur membranaire peut, entre autres, modifier l'activité de protéines (enzymes)
intervenant dans l'écriture, la lecture ou l'effacement des marques épigénétiques (voir
chapitre 2), et donc augmenter ou réduire les marques épigénétiques de leurs genes
cibles. Dans le cas des récepteurs nucléaires, leur fixation sur '’ADN au niveau de génes
cibles entrainera non seulement 'expression ou la répression du géne, mais également
le recrutement de la machinerie de remodelage de la chromatine, qui placera ce géne
dans un espace ouvert ou fermé du noyau, avec la possibilité de mémoriser cet état
dans les générations successives de divisions cellulaires (Gadaleta et Magnani, 2014).

e La transduction mécanique du signal entre les différents organites de la cellule :
sur la membrane externe de la cellule, la matrice extracellulaire est en contact avec
la membrane plasmique, elle-méme en contact avec le cytosquelette, lui-méme en
contact avec la membrane du noyau cellulaire qui est en interaction avec la chro-
matine. Une variation de l'une de ces structures (par exemple, un régime enrichi en
oméga-3 renforcera les membranes plasmiques dans ce type de lipides et modifiera
leur fluidité) peut affecter le signal mécanique envoyé vers la chromatine et de ce fait
moduler l'expression des génes (Safi-Stibler et Gabory, 2020).

e Les métabolites de l'alimentation : ils peuvent avoir une action directe sur le fonc-
tionnement des enzymes de la machinerie épigénétique (Lempradl ez al., 2015).
Cela a, par exemple, été décrit pour le sulforaphane présent dans le brocoli, ou pour
lallyl-mercaptane contenu dans l'ail, deux métabolites inhibiteurs des histones désa-
cétylases, ou encore pour la génistéine que 'on trouve dans le soja, inhibiteur des ADN
méthyltransférases (DNMT). Enfin, comme décrit dans le chapitre 2, le métabolisme
énergétique et I'épigénétique sont tout a fait interconnectés. Plusieurs de ces réactions
comportent des molécules donneuses de groupements chimiques pour l'apposition
des marques épigénétiques sur notre génome. Ainsi, un des substrats majeurs du cycle
de Krebs, l'acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA), est le donneur universel de groupement
acétyle pour l'acétylation des histones (Figure 2.3). Par ailleurs, la S-adénosylméthio-
nine (SAM), membre du cycle du métabolisme mono-carboné, est le donneur universel
de groupement méthyl pour la méthylation de 'TADN et des histones (Figure 2.5).
Ce cycle est lui-méme régulé par la vitamine B9 (folates).

Les preuves effectives de Uimplication des mécanismes épigénétiques
dans la DOHaD

Si les relations environnement-épigénome existent pour un individu, il en est de méme
pour l'environnement parental, qui agit sur Iépigénome de I'individu en devenir in utero.
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Les évidences scientifiques selon lesquelles les mécanismes épigénétiques sont impli-
qués dans ce conditionnement ont été apportées par I'étude de modeles animaux.
Ainsi, un article a été pionnier dans la discipline de la DOHaD et de Iépigénétique
(Weaver et al., 2004). 11 a montré que les soins maternels entrainent l'activation,
dans le cerveau des ratons nouveau-nés, du récepteur a la sérotonine. Il en résulte
une cascade de signalisation dont un des aboutissements est la fixation de I'histone
acétyltransférase CBP (CREB binding protein) au niveau du géne du récepteur aux
glucocorticoides. Localement, sont alors induites I'acétylation des histones et la démé-
thylation de '’ADN, augmentant ainsil'expression du gene. Selon la qualité et la quantité
des soins prodigués par la mére pendant la période de lactation, le gene du récepteur
aux glucocorticoides est donc plus ou moins exprimé dans le cerveau des rats devenus
adultes, la présence de récepteur modulant leur réponse au stress de facon pérenne
(Weaver et al., 2004). Une autre étude a montré qu'enrichir le régime de meéres souris
en donneurs de méthyl (choline, bétaine et folates) augmente le nombre de descen-
dants présentant une forte méthylation de TADN au niveau d’'un géne controlant la
couleur du poil, modifiant ainsi 'aspect du pelage. Cet article était un des premiers
a démontrer formellement que l'alimentation de la mére, pendant la gestation et la
lactation, pouvait avoir un effet ferme et définitif sur un phénotype de la descendance,
via des mécanismes épigénétiques (Waterland et Jirtle, 2003).

Chez 'humain, ce type détudes mécanistiques qui démontrent des liens de cause a
effet n'est pas possible : il n'est pas envisageable de réaliser des biopsies répétées de
tissu hépatique tout au long de la vie ou des prélevements de cerveau afin de faire des
études de biologie moléculaire. En revanche, les études épidémiologiques permettent
de montrer des corrélations entre exposome précoce, épigénome et pathologie de
l'adulte : il s’agit principalement détudes d’association entre la méthylation de TADN
dans le sang circulant et l'environnement prénatal. Des stratégies biostatistiques,
dites «de médiation », permettent par ailleurs d'estimer la part de l'effet portée par la
modification de la méthylation au niveau d’'un géne dans le phénotype. Des analyses
bio-informatiques apportent également des informations sur les fonctions biologiques
associées aux genes différentiellement méthylés. Ainsi, il a été montré que l'exposi-
tion in utero a la famine est associée, a 'age adulte, & une augmentation du risque de
pathologies mentales et métaboliques, ainsi qua une modification de la méthylation
de 'ADN pour un ensemble de régions génomiques. Dans le cas de la famine de 1945
en Hollande, il a été montré que, prés de soixante ans plus tard, la méthylation de
180 régions est modifiée suite a 'exposition prénatale et que les génes de ces régions
sont impliqués dans la croissance et le métabolisme (Tobi et al., 2014). De méme, les
liens entre d’autres types denvironnements (pollution de lair ou stress aigu, notam-
ment), épigénome et pathologies chroniques de 'adulte apparaissent dans un nombre
croissant de publications scientifiques.

Il est a noter que tous les exemples décrits ici sont une transmission intergénération-
nelle : de l'environnement des parents sur le phénotype des enfants. S’il existe des
évidences d’'une transmission transgénérationnelle (c’est-a-dire sur les générations
suivantes, en l'absence d’une exposition directe de l'individu) chez les plantes, les
levures, lesinsectes (drosophile) ou les nématodes, avec des mécanismes épigénétiques
sous-jacents, elle est longtemps restée controversée chez les mammiferes (Fitz-James
et Cavalli, 2022; Heard et Martienssen, 2014). Plus récemment chez les mammi-
feres modeles, des travaux ont recherché une transmission transgénérationnelle des
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effets de l'environnement sur souris, rat et homme!3. 1l pourrait s’agir d’'un effet de
l'environnement sur la séquence génique comme une mutation de '’ADN, et donc une
héritabilité génétique difficile & mettre en évidence.

Des mécanismes épigénétiques seuls en jeu?

La relation [environnement prénatal — modifications épigénétiques — fonction fine
des tissus/organes — balance santé/maladie de 'adulte] est donc aujourd’hui admise.

Est-ce a dire que l'intégralité des mécanismes liant I'environnement précoce aux
pathologies de l'adulte est de nature épigénétique ? Non, cela reviendrait a faire la
méme erreur qu'a l'ere du «tout génétique ». Ainsi l'environnement métabolique et
nutritionnel maternel, par exemple, peut influer sur la composition des membranes
cellulaires et la multiplication des mitochondries au sein des cellules. La composition
du microbiote transmis par la mere a son enfant a la naissance, pendant l'allaite-
ment et dans l'environnement de la petite enfance, est aussi un élément primordial.
Nous pouvons penser de méme a I'immunité acquise par le bébé, via les anticorps
et autres facteurs qui passent dans le lait maternel, et qui peut dépendre de l'état
inflammatoire de la meére. Tous ces éléments ont un role en soi dans les origines
développementales de la santé.

Cependant, de la méme fagon que nous avons précédemment vu que le métabo-
lisme énergétique et I'épigénétique sont intimement interreliés, il en est de méme
pour ces éléments. Un enrichissement en oméga-3 du régime maternel aura pour
effet d'enrichir les membranes plasmiques du cerveau, du cceur ou encore du foie des
descendants en oméga-3, de fagcon pérenne jusqu’a I'dge adulte. Cet enrichissement a
des effets physiologiques en lui-méme, mais également des effets sur la structure de la
chromatine, via une modification de la transduction mécanique du signal, modifiant
l'expression génique.

Les mitochondries, quant a elles, sont des organites qui jouent le role de « centrales
énergétiques» des cellules, en permettant la production d’ATP, et ont également
un rdle important dans la division ou la mort cellulaire, ou encore dans le méta-
bolisme des lipides et la signalisation cellulaire. Différentes études ont montré que,
selon l'environnement maternel, la quantité d’ADN mitochondrial (ADNmt) dans
les tissus des descendants était altérée. Par exemple, chez 'humain, le stress psycho-
social est associé a une réduction de 'TADNmt dans le sang du cordon des bébés
dans une premiere étude, ou encore la quantité ’ADNmt est inversement corrélée
au poids de naissance dans une autre étude. Chez le rat, une restriction calorique
de la meére pendant la période foetale est associée a une restriction de la croissance
feetale et & une augmentation de 'TADNmt, mais aussi a une réduction de la produc-
tion I’ATP dans le placenta, signant une dysfonction de cet organite. Par ailleurs, le
lien entre le microbiote de la meére et celui de son bébé est désormais établi. Chez les
modeles de rongeur ainsi que chez 'humain, la surnutrition maternelle est associée
a un microbiote intestinal favorisant le développement de 'obésité chez 'enfant. Ce
microbiote peut avoir des effets variés, et les mécanismes par lesquels il dialogue et
influence le fonctionnement de l'organisme héte sont encore a 'étude. Une partie de

13. On peut noter les travaux du groupe d’Isabelle Mansuy, de M.K. Skinner, d’A.C. Ferguson-Smith, etc.
Voir colloque Epigenetic Inheritance, aott 2023.
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ces effets n'est ni de nature génétique, ni de nature épigénétique. Cependant, aussi
bien les mitochondries que les bactéries qui peuplent notre organisme sécretent
un certain nombre de métabolites, parmi lesquels le folate, le butyrate, la biotine,
l'acétate ou l'acétyl-CoA, qui peuvent avoir un effet sur la méthylation de 'ADN ou
sur les modifications post-traductionnelle des histones.

Ces exemples indiquent bien que les mécanismes de la DOHaD ne sont pas tous
de nature épigénétique, mais que les mécanismes épigénétiques restent parmi les
meilleurs candidats pour expliquer ce phénomeéne.

» Epigénétique et variation de réponse selon le sexe

Les pathologies chroniques dont il s’agit dans la DOHaD présentent presque toujours
des différences entre sexes. Pourtant, les programmes de recherche incluant des
modéles animaux dans le contexte de la DOHaD n’étudient que depuis récemment
non seulement les méles mais aussi les femelles. Quand les analyses effectuées sur la
descendance sont faites dans les deux sexes, des différences significatives entre males
et femelles sont presque toujours observées au niveau de la variété des signes cliniques,
de leur sévérité ou de leur cinétique d’apparition (Dearden et al., 2018). Cependant,
trés peu détudes abordent la compréhension des mécanismes sous-jacents.

Les différences phénotypiques entre sexes sont souvent considérées comme une
conséquence de l'action des hormones stéroides gonadiques. Cependant, des diffé-
rences entre sexes sont observées avant méme la différenciation sexuelle. Par exemple,
les blastocystes possédant les chromosomes XY se développent plus rapidement que
les blastocystes possédant les chromosomes XX. De plus, au début du développement,
avant méme limplantation dans l'utérus, l'expression différentielle des génes entre
embryons XX et XY est déja présente. En utilisant un modeéle murin génétiquement
modifié assez complexe, le Four Core Genotype (Quatre combinaisons génotypiques,
figure 7.3), il est possible de déterminer la part des hormones et du génotype XX/XY
dans les différences phénotypiques entre sexes (Arnold, 2020). Cet élégant modele a
été utilisé pour suivre les réponses métaboliques a un régime riche en graisses. Il a
été montré quelles sont en partie liées aux chromosomes sexuels : la présence de
2 chromosomes X entraine un gain de poids plus important et une adiposité accrue,
indépendamment du sexe gonadique (figure 7.3).

Il existe un petit nombre de génes, localisés soit sur le chromosome X soit sur I'Y, qui
présentent une forte homologie de séquence, sans toutefois coder la méme protéine.
Ces paires de génes sont généralement impliquées dans les processus de régulation
de l'expression génique. Parmi eux se trouve le gene KDMS5C sur le chromosome X,
qui déméthyle les histones et est donc un régulateur épigénétique. De facon intéres-
sante, les souris femelles portant une délétion du gene KDM5C sur I'un de leurs 2 X
ont un gain de poids sous régime obésogéne plus faible que les souris possédant les
2 copies de KDMS5C. Ce phénotype est similaire aux souris femelles XY par rapport
aux souris femelles XX dans le modele des Quatre combinaisons (figure 7.3). Ainsi,
ce géne porté par le chromosome X participe aux différences de métabolisme liées au
sexe, probablement via son activité sur la méthylation des histones.

Nous pouvons donc émettre I'hypothése que si ces enzymes épigénétiques, dont
les génes sont portés par les chromosomes sexuels, participent aux différences de
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Modéle des Quatre combinaisons génotypiques

Modéle de délétion du géne Kdm5c

10 semaines

- < R Animaux adultes
de régime obésogéne

Parents Descendants

Q@ «normale »
XX

Q «normale »
XX

Gain de poids ++

Q «normale »
XX

Q « délétion »
X XKdeo—

Q «délétion »
XY

Gain de poids +

Juewie|dnoooy

g GM
XY 3%

Gain de poids ++

Gain de poids +

Figure 7.3. Les modéles murins des Quatre combinaisons génotypiques et de délétion du gene
Kdmb5c.

Le modéle implique 2 mutations chez la souris : la mutation Y=, délétion (perte du gene) naturelle du gene
Sry (qui permet & l'embryon de devenir un male chez la souris), et la modification génétique 33 (le géne Sry a
été inséré sur le chromosome 3). Un croisement entre une femelle normale et un méle GM (génétiquement
modifi¢), dont le chromosome Y est (Y~) et portant la modification 3%, permet d’'obtenir 4 combinaisons
génotype-sexe gonadique différentes : les femelles XX, les femelles XY, les méles XX et les males XY. Il est
ainsi possible de distinguer les effets dus au sexe (femelles @ vs males ) et ceux dus aux chromosomes
sexuels (XX vs XY). Dix semaines de régime obésogene entrainent un gain de poids (pourcentage par
rapport au poids initial) similaire entre femelles XX et males XX. Ce gain de poids est plus important chez
ces individus XX que chez les XY, qu’ils soient femelles ou méles. Deux copies de I'’X sont associées a un gain
de poids supérieur a une seule copie. Dans un second modéle, le géne KdmSc, porté par le chromosome X et
qui code une déméthylase des histones, a été délété sur un des 2 chromosomes X (indiqué comme XX@5¢-),
Leffet du régime obésogene est similaire au premier modéle : deux copies du gene sont associées a un gain
de poids supérieur a une seule copie.

réponses a l'environnement de l'individu entre sexes, il peut en étre de méme in utero.
Ainsi, une partie des différences entre sexes présente dans le concept de DOHaD serait
portée par les différences de croissance foetale et les hormones, mais une partie serait
également portée par des mécanismes épigénétiques.

» Conclusion : les origines développementales de la santé

Le fait que les mécanismes épigénétiques soient impliqués dans la DOHaD n’a jamais
vraiment été une question, car la notion méme de « mémoire » est intrinséque a la défi-
nition de I'épigénétique. La remarquable plasticité des marques épigénétiques au cours
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du développement, qui subissent deux étapes deffacement/apposition, de la gamé-
togeneése a la maturation finale des cellules et des tissus, en fait une interface idéale
d’enregistrement de l'environnement précoce. De nombreuses publications rapportent
des associations entre les changements épigénétiques, spécifiques d'une ou plusieurs
séquences ou pangénomiques, des tissus foetaux ou adultes et 'environnement maternel
ou paternel (Safi-Stibler et Gabory, 2020). Trop peu d’études cependant se positionnent
sur une meilleure compréhension de la chaine causale précise des événements.

Les efforts portés aujourd’hui sur la recherche des mécanismes épigénétiques et la
DOHaD évoluent vers la possibilité de réversibilité, avec une intervention proposée a
lI'individu lui-méme. Lespoir est de remodeler positivement les marques épigénétiques
et d'inverser le phénotype. Cela peut prendre la forme de conseils sur les modes de vie
ou d’«épi-médicaments», mais cela ne permettra pas de guérir toutes les maladies
chroniques. Une solution plus rentable pourrait étre de prendre soin des parents a
risque dans la fenétre de temps adéquate, afin d’éviter I'établissement d’un épigénotype
délétere chez la descendance, empéchant ainsi le développement d’une pathologie.
Le concept de DOHaD s'intéresse en effet bien aux maladies, mais aussi a la santé de
l'adulte (Hanson et Gluckman, 2014; Rosenfeld, 2017), et il est a espérer que certains
aliments ou comportements précoces «sains» que les parents fourniront a leurs
enfants leur permettront dentamer leur vie sur un épigénome «sain», contribuant
ainsi a briser le cercle vicieux de la pandémie des maladies chroniques.
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Chapitre 8

Horloge épigénétique

SARAH VOISIN

Pendant le vieillissement, le profil épigénétique des cellules change de maniere remar-
quable, et ce, chez tous les organismes pourvus d’'un épigénome (mammiféres, oiseaux,
poissons et plantes). Le remodelage de I'épigénome est en effet I'une des signatures
moléculaires typiques du vieillissement, au méme titre que le taux de mutations
somatiques et le rétrécissement des télomeres (Lopez-Otin et al., 2023). La méthyla-
tion de 'ADN est, de loin, la marque épigénétique la plus étudiée dans le contexte du
vieillissement cellulaire.

» Montre-moi ton épigénome, et je te dirai ton age

Depuis les années 1960, de nombreux laboratoires ont constaté que certaines
régions du génome augmentent en méthylation, alors que d’autres voient leur niveau
de méthylation diminuer. Ces changements sont extrémement lents (de l'ordre de
~0,1% de méthylation par an) mais remarquablement universels (Horvath, 2013;
Tarkhov et al., 2022). 1ls sont, de fait, si prévisibles et stéréotypés quen 2011, des
chercheurs de 'université de Californie, a Los Angeles, sont parvenus a développer
un algorithme capable de prédire I'dge d’'un individu a environ 5 ans pres, en ne se
basant que sur le profil de méthylation des cellules contenues dans un échantillon de
salive. La premiere horloge épigénétique était née.

De nombreux laboratoires ont alors été submergés par une vague denthousiasme a
l'idée de pouvoir prédire avec une telle précision le degré de vieillissement des organes
du corps humain, et ce a I'aide d'un seul biomarqueur, le méthylome. Depuis 2011, pas
moins de dix horloges épigénétiques applicables a I'étre humain ont vu le jour, la plus
connue étant 'horloge de Horvath, également connue sous le nom d’horloge épigéné-
tique « pan-tissus », ou « multi-tissus» (Horvath, 2013). Son créateur, Steve Horvath, un
professeur de biostatistiques a l'université de Californie & Los Angeles, fournit un effort
colossal pour la construire. Il passa en effet quatre ans, seul, a creuser dans les bases de
données en acces libre telles que le Gene Expression Omnibus et The Cancer Genome
Atlas (TCGA) afin de compiler plus de 8000 méthylomes provenant de 51 organes
et types cellulaires différents. Il dut par ailleurs essuyer de nombreux rejets de la part
déditeurs et dexperts qui restaient sceptiques face a la précision remarquable de son
horloge. Elle est en effet capable de prédire 'age d’'un individu a seulement ~ 3,6 ans pres,
quel que soit le tissu d'origine du méthylome en question (peau, sang, cervelet, cortex
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occipital, salive, colon, tissu adipeux, reins, foie, poumons ou encore col de I'utérus). Une
horloge pan-tissus plus récente, AltumAge, est parvenue, grace a un modeéle mathéma-
tique plus adapté, a réduire l'erreur de prédiction a seulement ~ 2,1 ans.

Les horloges épigénétiques peuvent-elles nous éclairer sur les mécanismes fondamen-
taux du vieillissement cellulaire? Peuvent-elles nous permettre de pronostiquer les
maladies du vieillissement, ou de prédire l'agressivité de certains cancers? Peut-on
utiliser I'age épigénétique comme biomarqueur pour déterminer si certaines inter-
ventions thérapeutiques ont la capacité de «rajeunir» un organisme? Les horloges
épigénétiques peuvent-elles nous aider a élucider les mécanismes du développement
et de la différenciation cellulaire? Pourrait-on méme utiliser les horloges en science
forensique, en déterminant I'dge d'un suspect a partir d'un échantillon collecté sur une
scéne de crime ? Pour pleinement saisir le potentiel (et les limitations) de ces horloges
épigénétiques, il est d'abord nécessaire de se plonger dans leur processus de création.
Le type de données qui les alimentent, le type d'information qu'on leur demande de
prédire, ainsi que le modele mathématique choisi, sont autant de parameétres dont
limportance est capitale dans l'interprétation des résultats. Etes-vous préts a entrer
dans les détails mathématiques croustillants qui forment les rouages de ces horloges?

» Une horloge épigénétique, ce n’est pas sorcier!

Les horloges épigénétiques sont basées sur des algorithmes issus d’une approche
mathématique appelée «apprentissage automatique » (machine learning), une forme
d’intelligence artificielle.

Lapprentissage automatique a pour but de prédire, a partir de certaines données et
avec la plus petite marge d’erreur possible, une information inconnue mais désirée.
Dans le cas des horloges épigénétiques, le but est de prédire I'age (d’une cellule, d'un
tissu ou d’'un organisme tout entier) en se basant sur le taux de méthylation a un ou
plusieurs CpG (cytosine liée a une guanine via un groupement phosphate). Lappren-
tissage automatique passe par deux phases : la premiére (apprentissage) consiste a
nourrir 'algorithme de profils de méthylation dont I'age est connu; l'algorithme trouve
alors par lui-méme (d’ou le terme «automatique ») comment combiner les niveaux de
méthylation de différents CpG pour prédire 'age de ces échantillons avec le plus de
précision possible (figure 8.1).

De cette phase d’apprentissage résulte une équation, ou modele mathématique, qui
sera alors testée sur un deuxiéme ensemble de données que l'algorithme n’a jamais
rencontré. Cette phase de test permet de voir sile modele généré fonctionne réellement
sur de nouvelles données. La plupart des horloges épigénétiques ont été construites
grace a un modeéle mathématique appelé «elastic-net» qui pénalise certaines variables
pour ne garder que celles qui ajoutent une quantité substantielle d'information au
modele (et lui conférent donc une précision accrue). Ce modéle est particuliérement
adapté dans le cas des horloges épigénétiques, car le nombre de variables potentielles
pour la prédiction (ici, les dizaines de milliers de CpG) surpasse de loin le nombre
déchantillons. Lalgorithme sélectionne, parmi tous les CpG possibles, ceux dont
la combinaison linéaire permet de prédire I'age de Iéchantillon avec la plus grande
précision, grace a une équation du type (figure 8.1) :

Age=a+ B, x CpGy + ... + B, x CpG,
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Par exemple, 'horloge pan-tissus utilise les niveaux de méthylation dexactement
353 CpG pour prédire 'age d'un méthylome (Horvath, 2013), 'horloge de Hannum en
utilise 71, et 'horloge musculaire MEAT en utilise 156. La vaste majorité des horloges
épigénétiques ont été construites a partir de données de méthylation générées par les
puces Illumina Human Methylation, qui mesurent précisément les niveaux de méthy-
lation de plusieurs dizaines, voire de centaines de milliers de CpG sur des régions
bien définies du génome, supposées d’intérét fonctionnel (promoteurs, introns, exons,
enhancers, ilots CpG, etc.). La raison pour laquelle les horloges n'ont pas encore été
construites a partir de données provenant d’autres technologies (par exemple, séquen-
cage de type RRBS, Reduced-representation bisulfite sequencing, ou MeDIP-seq,
Methylated DNA immunoprecipitation sequencing), ou d’autres marques épigénétiques
comme l'ouverture de la chromatine ou les modifications d’histones, est simplement
une question d’extensibilité : ces puces Illumina sont relativement bon marché. Elles
ont donc été utilisées massivement dans de nombreuses études de physiopathologie
humaine, générant au fil des années des dizaines de milliers de profils épigénétiques
issus de multiples organes et cellules purifiées humaines. Ce fut une aubaine pour les
horloges épigénétiques, qui nécessitent des centaines, voire des milliers déchantillons
pour parvenir a une prédiction suffisamment précise.

Qu'ont donc de spécial les CpG sélectionnés par les horloges ? Pourquoi sélectionner
ces CpG en particulier, et pas d’'autres ? Certains groupes de recherche essayent actuel-
lement de déconstruire les horloges épigénétiques pour comprendre quels phénomenes
biologiques elles représentent. La capacité de ces horloges, et en particulier des horloges
pan-tissus, a prédire l'age de n'importe quel tissu avec une telle précision, suggere que
le passage du temps laisse une empreinte profonde et universelle dans notre génome.
Mais a quel phénomeéne biologique sous-jacent cela correspond-il? Plus de dix ans
apres la publication de la premiére horloge épigénétique, cette question n'est toujours
pas résolue. Les études les plus récentes suggerent que ces horloges sont intimement
liées aux processus de développement et de différenciations cellulaires. Les cellules
embryonnaires et les cellules souches pluripotentes induites, méme apres de multiples
passages en culture, gardent un age épigénétique de 0, et I'horloge épigénétique ne se
met a tourner que lorsque les cellules entrent en différenciation (Kabacik et al., 2022).
Cependant, cela ne signifie pas que le profil de méthylation des cellules souches et des
cellules germinales ne change pas au cours de la différenciation.

Quand on parle d’age épigénétique, on parle de I'age prédit par le modele mathématique,
et qui ne prend en compte les taux de méthylation qu’a un nombre limité de CpG. Une
autre observation intéressante est que la lignée germinale a le méme 4ge épigénétique que
l'organisme qui la porte (Kerepesi et al., 2021). Comment explique-t-on que de nouveaux
organismes repartent a 0 d’age épigénétique lors de la reproduction? On a récemment
découvert que le zygote passe par une phase de «réjuvénation épigénétique » au stade de
gastrulation. Pendant cette phase critique, on observe d’autres modifications profondes
qui préparent l'organisme a la vie, telles qu'une extension des télomeéres, des vagues
successives de déméthylation et de méthylation et une inactivation du chromosome X.

Par ailleurs, il semblerait que le processus biologique qui fait tourner 'horloge pan-
tissus soit indépendant de certaines marques typiques du vieillissement telles que les
mutations génétiques, la sénescence cellulaire et lattrition des télomeres (Kabacik
et al., 2022). U'horloge épigénétique se met a tourner plus vite en cas de perte de
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fonction mitochondriale ou de capacité a détecter des fluctuations dans les taux de
nutriments comme le glucose, les lipides et les acides aminés (Kabacik et al., 2022).
Des souris soumises a une restriction calorique ou traitées avec de la rapamycine (qui
inhibe la voie mTOR, mechanistic Target of rapamycin) voient en effet leur horloge
épigénétique tourner plus lentement. Horvath a suggéré que ce sont les programmes
développementaux et de maintenance cellulaire qui laissent une empreinte molé-
culaire sur la méthylation de TADN (Horvath et Raj, 2018). Il a également émis
I'’hypothése qu'une partie du signal provient de la perte de fonction et du nombre de
cellules souches qui sont présentes dans de nombreux tissus (cerveau, muscle, foie).
Des expériences récentes chez la souris (Chondronasiou et al., 2022) ont démontré
que les facteurs de Yamanaka (quatre facteurs de transcription appelés « OSKM » pour
OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC, qui sont capables de dé-différencier des cellules vers
un état pluripotent caractéristique du stade embryonnaire), injectés a faible dose et/ou
de maniere cyclique, ont la capacité de régénérer de nombreux organes tels que le
pancréas, le foie, la rate et les cellules sanguines.

Il est toutefois peu probable que les composants spécifiques de ces horloges nous
apprennent quoi que ce soit de révolutionnaire sur la biologie du vieillissement. En
effet, les CpG qui constituent les horloges n'ont absolument rien de spécial : ce sont
simplement les CpG dont la combinaison permet d’arriver a l'erreur de prédiction la
plus réduite. Naturellement, ces CpG sont bel et bien sensibles aux effets de I'dge (sans
quoi ils ne seraient porteurs d’aucune information qui permettrait a l'algorithme de
parvenir a une telle prédiction), mais il existe des dizaines de milliers de CpG dont
le niveau de méthylation change au cours du vieillissement, et ces CpG sont proba-
blement tout aussi pertinents pour comprendre les mécanismes du vieillissement
cellulaire. Il faut bien garder en téte que les horloges épigénétiques sont des algo-
rithmes dont le but est de prédire une information, sans aucune considération pour la
biologie sous-jacente. Elastic-net sélectionne les CpG de maniére opaque, et est loin
d’inclure les CpG les plus significativement ou fortement associés a l'age.

Par ailleurs, l'algorithme aurait tout aussi bien pu arriver a une précision similaire en
utilisant un autre groupe complétement distinct de 300, 500, ou méme 1000 CpG. Il suffit
d’ailleurs de nourrir l'algorithme avec des données d’apprentissage un tant soit peu diffé-
rentes, et les CpG sélectionnés sont tres différents. Elastic-net a également tendance a
éliminer les CpG «redondants» dont les niveaux de méthylation sont fortement corrélés
entre eux, afin de ne garder que les CpG qui apportent une nouvelle couche d’informa-
tion au modele (Tarkhov et al., 2022). En d’autres termes, Elastic-net va avoir tendance a
choisir les CpG qui changent au cours du vieillissement de maniére isolée (sans coordi-
nation avec d’autres CpG) : les CpG qui forment des clusters de co-régulation parce qu'’ils
font partie de la méme voie métabolique, et/ou parce qu'ils sont physiquement proches
sur TADN, auront tendance a étre éliminés de I'équation, mais ils sont potentiellement
tout aussi intéressants a étudier. Les horloges épigénétiques ne sont donc en aucune
mesure nécessaires a notre compréhension du vieillissement, car il est possible d'obtenir
des connaissances approfondies en étudiant 'ensemble des CpG qui changent au cours
du vieillissement, et pas seulement les CpG qui constituent les horloges.

Si ces horloges peuvent mesurer le passage du temps dans nos cellules, cela signifie-
t-il qu'une cellule, un organe ou un organisme tout entier est d’autant plus sensible
aux pathologies et malade que son 4ge épigénétique est avancé? Nous avons tous
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l'intuition que certains individus vieillissent plus rapidement que d’autres en fonction
de certaines prédispositions génétiques ou d'expositions a 'environnement. Mais ces
différences de trajectoire de vie se refletent-elles dans le vieillissement épigénétique ?
Est-il possible d’étre né il y a exactement trente ans, mais d’avoir en fait 40 ans en
«age biologique» ? Peut-on prédire la mort d'un individu en se basant sur son age
épigénétique ? Est-il possible de « remonter le temps épigénétique » afin de diminuer le
risque de maladie, et de retarder, voire éliminer la mort certaine qui nous attend tous ?
Si oui, comment? Ces questions, de prime abord scientifiques, ont des implications
philosophiques profondes pour la conception de la vie humaine et animale.

» Age biologique versus age chronologique

Les premiéres études sur les horloges épigénétiques ont révélé que, méme en prenant
en compte de nombreux facteurs de risques tels que 'obésité, le niveau d’éducation,
la prise d’alcool et de tabac, le diabéte, le cancer, 'hypertension et le niveau d'activité
physique, l'age épigénétique mesuré dans le sang est associé a un plus grand risque
de mortalité, quelle queen soit la cause. Les individus atteints de maladies neuro-
dégénératives (Alzheimer, Parkinson, démence) présentent un age épigénétique
avancé dans le sang et le cerveau, les individus atteints de maladies cardiovasculaires
(obésité, maladie coronarienne, hypertension), dans le sang et le foie, et ceux atteints
de maladies musculo-squelettiques (arthrose, syndrome de fragilité), dans le sang
(Horvath et Raj, 2018). C’est aussi le cas de maladies plus rares telles que la maladie de
Huntington, la trisomie 21, le sida et le syndrome de Werner, qui sont associées a une
accélération du vieillissement épigénétique dans le sang. Le cas du cancer est équi-
voque, car, selon le type de cancer et les mutations qui lui sont associées, on observe
soit une augmentation, soit une diminution de I'age épigénétique.

Certains facteurs intrinséques peuvent également réguler la vitesse a laquelle tourne
I'horloge épigénétique. Les centenaires et leur descendance présentent un age épigéné-
tique sanguin plus jeune qu'attendu, ce qui suggere l'existence de variants géniques qui
prédisposent a une plus grande longévité. On a d’ailleurs découvert plus d'une centaine
de mutations dans des génes du métabolisme lipidique et de la fonction immunitaire
qui sont associées a un age épigénétique sanguin plus jeune. Par ailleurs, il semble-
rait que les femmes vieillissent épigénétiquement moins vite que les hommes, et la
ménopause, caractérisée par une diminution de la production d'cestrogénes, s'accom-
pagne d’'une accélération de '’horloge épigénétique, ce qui suggere une tres probable
influence des hormones sexuelles sur le vieillissement épigénétique (Tan et al., 2022).
On observe également un ralentissement de 'horloge épigénétique mesurée dans le
sang, avec une éducation plus poussée, une activité physique accrue et une moindre
consommation de produits animaux et d’alcool. Cependant, ces associations avec des
facteurs environnementaux restent relativement faibles.

La pertinence de ces horloges pour élucider les différences de mortalité entre indi-
vidus du méme 4ge a toutefois été rapidement remise en question par des spécialistes
de la biologie computationnelle. Ils ont mis le doigt sur le biais de ces horloges optimi-
sées pour prédire I'age chronologique (c’est-a-dire le nombre de jours écoulés depuis
la naissance) : en effet, l'algorithme qui sous-tend I'horloge a pour mission de prédire
I'age réel d’'un individu avec la plus grande précision possible. Lalgorithme aura donc
tendance a éliminer de son équation les sites de méthylation qui sont sensibles a
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A

d’autres facteurs que l'age, tels que le tabac, l'alcool, la pollution ou la sédentarité.
En effet, ces facteurs introduisent de la variabilité dans le niveau de méthylation entre
individus du méme 4ge pour certains CpG, et ces CpG sont donc moins informatifs
pour l'algorithme. Un algorithme & qui on demande de prédire I'age chronologique
d’'un individu aura tendance a sélectionner les CpG qui changent de maniere identique
chez tous les individus, et qui ne sont donc pas & méme dexpliquer les différences de
mortalité entre individus du méme age. Cela signifie que théoriquement, ces horloges
ne devraient pas étre associées a un risque accru de mortalité.

Mais alors, comment expliquer qu'elles aient été associées a toute une batterie de
maladies depuis les années 20107 Il est probable que cela s’explique par I'imperfection
des données qui ont alimenté les premieres horloges lors de leur construction, et par la
confusion statistique entre age et facteurs qui accélérent le vieillissement. Par exemple,
si les individus plus 4gés sont plus sédentaires que les jeunes, le signal que l'algorithme
détectera comme étant associé a I'age est en fait associé a la sédentarité, ce qui conduit
a une association fallacieuse entre dge épigénétique et mortalité. Idéalement, l'algo-
rithme devrait étre nourri de profils de méthylation venant d’individus pour qui la
distribution de ces facteurs environnementaux est répartie de maniére équitable entre
les différentes classes d’age. En pratique, de nombreux facteurs de confusion sont tota-
lement inconnus, et seule une augmentation de la taille de I'échantillon peut limiter
ce biais statistique. Un article paru en 2019 a d’ailleurs montré quen augmentant la
quantité de données fournies a l'algorithme — et donc en réduisant la probabilité de
confusion statistique grace a un échantillon plus large —, I'association entre mortalité
et age épigénétique s’atténue au point de devenir insignifiante.

Face & un tel dilemme, les développeurs des toutes premiéres horloges épigénétiques
(dites de «premiere génération») ont alors eu l'idée de demander a lalgorithme de
prédire non pas l'age chronologique, mais I'age biologique de leurs échantillons. Deux
horloges épigénétiques, PhenoAge et GrimAge (Lu et al., 2022), ont été créées grice a
une méthodologie en deux étapes : la méthylation de TADN est d’abord utilisée pour
prédire les niveaux de nombreux biomarqueurs de santé tels que l'indice de masse
corporelle (IMC), le ratio taille/hanches, la consommation de tabac, le taux sanguin de
triglycérides, de lipoprotéines ou d’hémoglobine glyquée. Ensuite, ces différents prédic-
teurs passent eux-mémes par une deuxiéme phase d’apprentissage automatique optimisé
pour prédire le temps écoulé entre la prise de 'échantillon et la mort d’'un individu.

Cette méthodologie, au premier abord alambiquée, a révolutionné les applica-
tions potentielles des horloges épigénétiques. Par rapport aux horloges de premiére
génération, les horloges de deuxiéme génération sont beaucoup plus fortement et
significativement associées a la mortalité et a de nombreuses pathologies (Lu et al.,
2022) telles que la maladie coronarienne, la perte de fonction pulmonaire, la stéatose
hépatique, le syndrome métabolique, le diabéte, etc. Elles sont aussi beaucoup plus
sensibles aux facteurs environnementaux qui influencent les trajectoires de vie comme
la consommation de fruits et légumes, 'exercice physique et 'éducation (Lu et al., 2022).
Une étude récente a par ailleurs montré que, contrairement aux horloges de premiére
génération, les changements de méthylation aux CpG mesurés par GrimAge sont une
cause directe du développement de certains cancers. L'élégance de la construction de
ces horloges de deuxiéme génération fait quelles s'appliquent méme aux individus
jeunes chez qui les symptémes du vieillissement ne sont pas encore visibles.
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Le vieillissement est un processus de dégradation moléculaire progressive qui démarre
des la naissance, et les horloges de deuxiéme génération sont un outil trés puissant
pour identifier les individus, quel que soit leur 4ge, qui sont sur une trajectoire de vie
inquiétante, afin de mettre en place des interventions pour ralentir le vieillissement.
Mais comment savoir si une intervention a bel et bien remis un individu sur la bonne
trajectoire de vie et a effectivement diminué son risque de maladie et de mortalité?
PhenoAge et GrimAge ont été développées dans des cohortes transversales (dans
lesquelles les individus sont échantillonnés a un seul moment dans le temps), et il est
donc difficile de savoir si une intervention qui diminuerait 'age épigénétique estimé
par GrimAge se traduirait effectivement par une rééquilibration de la trajectoire de vie
a I'échelle individuelle.

Pour répondre a cette question, des chercheurs de l'université de Bristol, en Grande-
Bretagne, ont développé DunedinPoAm (et sa version plus récente DunedinPACE), une
horloge épigénétique qui mesure la cadence du vieillissement a I'échelle individuelle.
Pour ce faire, ils ont suivi 'évolution de biomarqueurs sur vingt ans dans une cohorte
d'individus bien phénotypés, afin d'obtenir une estimation longitudinale de I'évolution
de l'age biologique au niveau individuel. Une étude récente vient de révéler un lien entre
le vieillissement épigénétique et le concept de DOHaD (voir chapitre 7). Lexposition des
foetus a la crise économique des années 1930 est associée a un vieillissement épigéné-
tique accéléré, et cet effet est remarquablement limité a la période in utero (vs prénatale
ou postnatale), et nest détecté qu'avec les horloges de deuxiéme génération.

Alors que les applications de ces horloges nen sont qua leurs balbutiements, l'en-
gouement s'est répandu bien au-dela de la communauté scientifique. Le millionnaire
américain Bryan Johnson a mesuré son age épigénétique avant et apres le régime
alimentaire, physique et médical draconien qu'il a suivi ces cinq derniéres années. Son
age épigénétique a diminué de 47 a 42,5 ans en sept mois, et, selon 'horloge épigéné-
tique DunedinPACE qui mesure la vitesse du vieillissement épigénétique, il vieillit a un
taux de 0,76. En d’autres termes, il ne prend que 277 jours d’age par an (par rapport a
un étre humain moyen). Bien que le but ultime des horloges épigénétiques soit préci-
sément d’'obtenir un tel suivi du vieillissement a I'échelle individuelle, l'interprétation
de telles données est encore un sujet de débat dans la communauté scientifique, et il
convient d’étre prudent.

Mais au fait, c’est quoi exactement, 'age biologique ? Nous avons tous une intuition de
ce que sont les symptomes d’'un 4ge biologique avancé, comme le ralentissement des
capacités cognitives, une plus grande fragilité physique, des cheveux blancs, des rides,
de la douleur au niveau des articulations. Mais d’'un point de vue scientifique, il est
en pratique extrémement compliqué de définir 'age biologique. Tout d’abord, a quel
niveau définir cet age biologique? Au niveau de l'organisme tout entier, auquel cas il
faut combiner des symptomes disparates comme la cognition, les capacités physiques
ou la souplesse de la peau? Ou doit-on plutdt définir 'age biologique a 'échelle d'un
organe? Et est-il possible d’avoir un organe mosaique composé de cellules jeunes et
de cellules plus 4gées? Doit-on alors définir 'age biologique au niveau d'une cellule
unique ? Les études les plus récentes ont révélé que certains individus vieillissent plus
vite au niveau immunologique, alors que d’autres vieillissent plus vite au niveau rénal,
par exemple. Par ailleurs, les facteurs associés a la longévité ne semblent pas exercer les
mémes effets dans tous les organes, par exemple 'obésité accélere I'age épigénétique
du foie mais pas celui du muscle.
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» Peut-on avoir simultanément un foie vieux
et un muscle jeune?

Si les horloges épigénétiques ont initialement surpris la communauté scientifique a
leur découverte au début des années 2010, c’est parce que le méthylome varie consi-
dérablement entre organes et types cellulaires. Personne ne sattendait a ce que le
vieillissement exerce un effet universel sur tous les tissus du corps humain, trans-
cendant ces différences épigénétiques liées a la différenciation cellulaire. Lerreur de
raisonnement a été de confondre différences «basales» entre tissus, et différence «de
sensibilité » de ces tissus face au vieillissement. Les différences épigénétiques basales
entre types cellulaires, établies au cours du développement, nempéchent en rien que
ces cellules répondent de maniere similaire a un stimulus donné. C'est d’ailleurs le but
ultime de nombreuses applications cliniques de I'épigénétique, qui cherchent a déter-
miner quelles marques épigénétiques détectables dans un échantillon de sang refletent
ce qui se passe dans d’autres tissus difficiles d’acceés (cerveau, foie, os, etc.).

Il faut bien comprendre que l'applicabilité de 'horloge pan-tissus a de nombreux types
cellulaires n'implique en rien que le vieillissement exerce exactement le méme effet
sur tous les tissus. Il existe une signature universelle du vieillissement, et c’est elle que
I'horloge pan-tissus détecte, mais il existe également des horloges épigénétiques spéci-
fiques a certains tissus (peau, muscle, cerveau, os) qui s'appliquent assez mal a d’autres
types cellulaires. Si le vieillissement épigénétique n'affecte pas tous les tissus de maniére
égale, que nous apprennent les horloges épigénétiques sur les différences de vieillis-
sement entre tissus ? Existe-t-il des organes qui vieillissent plus rapidement que d’autres ?
Ou différemment des autres ? Cette question a été remarquablement peu abordée, alors
qu’elle constitue un pas fondamental vers la compréhension de ce qu'est le vieillissement
au niveau moléculaire. Le cervelet, et a un moindre degré le cerveau tout entier, semble
vieillir plus lentement, alors que le tissu mammaire semble vieillir plus rapidement, mais
nous n'en savons pas plus sur les différences entre tissus. Ces résultats sont également
a prendre avec des pincettes, car ils sont basés sur 'horloge pan-tissus de premiére
génération, qui n'est que faiblement associée aux pathologies humaines.

Il est également important de mentionner une critique récurrente des horloges épigé-
nétiques, et du champ de la biologie moléculaire en général : la confusion statistique
induite par I'hétérogénéité cellulaire. Les premiéres horloges furent construites a partir
de méthylomes provenant de tissus entiers, et non de cellules purifiées ou uniques. Il est
donc tout a fait plausible que les changements de méthylation détectés par les horloges
épigénétiques ne refletent pas une modification épigénétique intrinseque aux cellules
qui constituent le tissu, mais refletent un changement dans les proportions relatives de
ces différents types cellulaires dans le tissu (par exemple, une diminution du nombre
de cellules souches). Les fonctions bien distinctes exercées par nos organes, telles que
le mouvement généré par les muscles, la régulation de la glycémie par le pancréas ou
la filtration de l'urine par les reins, résultent de la coordination de nombreux types
cellulaires. Dans le cas du muscle, par exemple, le mouvement provient certes des
fibres musculaires qui se contractent, mais cette contraction n'est possible que gréce
a la présence de neurones moteurs qui envoient des décharges électriques, de vais-
seaux sanguins qui irriguent le muscle pour lui apporter l'oxygéne nécessaire a son
métabolisme, et de cellules adipeuses qui forment un réservoir dénergie.
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Les organes sont donc des mosaiques de cellules aux profils épigénétiques extréme-
ment dissemblables, mais qui fonctionnent de maniére coordonnée pour remplir une
certaine tache. Pour continuer sur l'exemple du muscle, l'essor récent des technologies
a cellule unique a permis de révéler qu'une large partie de 'ADN extrait d'une biopsie
de muscle squelettique provient de cellules sanguines (monocytes, lymphocytes), de
cellules endothéliales qui tapissent la paroi des vaisseaux sanguins, de fibroblastes qui
forment la matrice extracellulaire, et d’adipocytes. Les proportions relatives des diffé-
rents types cellulaires changent au cours du vieillissement dans tous les tissus, de sorte
que certains types cellulaires deviennent moins abondants, et d’autres se mettent a
fourmiller. Le vieillissement s'accompagne notamment d’'une infiltration de cellules
immunitaires dans presque tous les organes (Lépez-Otin et al., 2023), ce qui signifie
que les proportions de monocytes et de lymphocytes augmentent avec 'age. Compte
tenu du faible degré de changement en méthylation pour de nombreux CpG disparates
(~0,1% par an), les horloges épigénétiques ne refletent-elles donc quun changement
de la composition cellulaire des tissus au cours du vieillissement ?

Dés leur création, les horloges épigénétiques de deuxiéme génération ont pris en
compte les différentes proportions de cellules sanguines. De maniére générale, un 4ge
épigénétique plus avancé est bel et bien corrélé a des changements dans les proportions
relatives de différentes cellules immunitaires qui s'opérent au cours du vieillissement
(par exemple, une augmentation du nombre de granulocytes et une diminution du
nombre de lymphocytes T auxiliaires et de lymphocytes T naifs). Toutefois, méme en
prenant en compte ce facteur de confusion, on observe des changements de méthy-
lation intrinseques aux cellules qui sont fortement associés a une mortalité accrue
(Lu et al., 2022; Belsky et al., 2022). D’ailleurs, l'existence d’horloges épigénétiques pan-
tissus suggere fortement quau moins une partie du signal provient de changements de
méthylation qui s'opérent au sein des cellules. De nombreux facteurs environnementaux
(alimentation, activité physique, tabagisme) semblent a la fois aggraver I'inflammation
chronique qui se produit naturellement au cours du vieillissement (ce qui correspond a
un changement dans les proportions relatives des différentes cellules immunitaires), et
accélérer les changements de méthylation intrinséques aux cellules. Cependant, I'hété-
rogénéité cellulaire n’a été vraiment prise en compte que sur les analyses faites dans le
sang, car il est souvent long et couteux d’'estimer les différentes proportions cellulaires
dans d’autres tissus moins bien caractérisés (foie, muscle, cerveau).

Le développement de méthodes de déconvolution statistique promet de remédier a ce
probléme dans les années a venir (Zhu et al., 2022). Pour mieux comprendre comment
les facteurs environnementaux modulent la vitesse a laquelle vieillissent nos organes,
le laboratoire de Vadim Gladyshev a récemment développé une horloge épigénétique
pour cellule unique (Trapp et al., 2021). Cette horloge a démontré quau sein d'un méme
tissu, certaines cellules sont plus ou moins agées que d’autres, comme les cellules souches
musculaires qui sont épigénétiquement plus jeunes que le tissu dans lequel elles résident.

» Aucune espéce animale n’échappe
au vieillissement épigénétique
Bien que les premiéres horloges épigénétiques aient été développées a partir de tissus

humains dans le but d’étudier le vieillissement chez 'homme, il est rapidement devenu
évident que ces horloges pouvaient aussi bénéficier aux animaux de compagnie,
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au bétail et aux espéces sauvages. Dans les cinq derniéres années, des horloges
épigénétiques ont été développées pour le chat, le chien, le loup, les ruminants, la
chauve-souris, le rat-taupe nu, le grand dauphin de l'océan Indien, les pinnipedes et
I'ensemble des mammiferes.

Augmenter la longévité des animaux de ferme pourrait étre avantageux pour le
secteur agricole en réduisant les colts économiques et environnementaux associés
a la production d’animaux de remplacement, en prolongeant la productivité des
animaux a des ages plus avancés (industrie laitiére et poules pondeuses, par exemple)
et en réduisant par ailleurs le nombre d’animaux abattus car jugés non productifs.
Une horloge épigénétique spécifique aux ruminants (chévre, vache, renne et mouton)
viennent d’étre publiées. Les horloges épigénétiques développées spécifiquement pour
le chat et le chien ont pour ambition premiére de créer un biomarqueur de la santé
canine et féline, afin de mieux prendre en charge nos animaux de compagnie tout
au long de leur vie. Le Dog Aging Project, initié par des scientifiques et des cliniques
vétérinaires de plus de vingt instituts, a prévu de mettre a profit 'horloge épigénétique
canine pour déterminer les facteurs environnementaux responsables du vieillissement
du chien domestique, et pour tester l'effet de certains composés pharmaceutiques,
comme la rapamycine, sur sa longévité. L'horloge canine n'a paradoxalement révélé
aucune corrélation entre le vieillissement épigénétique et différentes caractéristiques
des races de chien, qui sont pourtant connues pour leurs longévités tres disparates.

Les horloges épigénétiques pour les especes sauvages (loup, dauphin, chauve-souris),
et en particulier les horloges de premiére génération qui prédisent I'age chronologique
d’un individu, ont des applications évidentes pour la conservation et le suivi des popu-
lations sauvages. Certains groupes de recherche se sont penchés sur des espéces a la
longévité exceptionnelle telles que le rat-taupe nu, en espérant glaner des informations
sur les mécanismes basiques du vieillissement. Le rat-taupe nu nest guere plus gros
qu'une souris de laboratoire, mais peut vivre jusqu’a plus de 30 ans en captivité. Il est
particulierement résistant a de nombreuses maladies du vieillissement telles que le
cancer et les maladies cardiovasculaires; il ne montre aucun changement métabolique
et aucune détérioration physiologique (cataracte, arthrose) en vieillissant. Malgré cette
sénescence négligeable, le rat-taupe nu vieillit bel et bien au niveau épigénétique, et les
femelles reproductives (appelées «reines» comme chez les fourmis, les termites et les
abeilles) vieillissent épigénétiquement moins vite que les femelles non reproductives.

Horvath et le consortium de la méthylation mammalienne viennent tout juste de
développer trois horloges épigénétiques applicables a tous les euthériens, et une
applicable a tous les marsupiaux, grace a des profils de méthylation provenant de
59 tissus de 128 espéces de mammiféres. Ces horloges, qui se basent sur des CpG
ultra-conservés entre espéces, confirment le lien universel, ancestral et étroit entre
vieillissement épigénétique et processus développementaux. Cest peut-étre ceci que
les horloges épigénétiques nous ont vraiment appris : il existe des changements de
méthylation universels et remarquablement prédictibles dans des voies métaboliques
fondamentales qui se produisent a cause des dommages quotidiens faits a nos cellules,
tout simplement parce que notre organisme tente de maintenir une homéostasie. Les
oscillations autour de cet état déquilibre provoquent des chocs métaboliques pour
l'organisme, ce qui érode progressivement notre génome, et les dommages accumulés
(le deleteriome) finissent par nous tuer.
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» Le vieillissement s’accompagne d’une érosion du méthylome

Des modélisations mathématiques plus poussées ont permis de révéler que ces chan-
gements ne sont en fait pas linéaires, mais exponentiels (ils s’accélérent avec l'age)
(Kabacik et al., 2022). Les régions du génome dont la méthylation est initialement
basse ont tendance a voir leur niveau de méthylation augmenter, alors que les régions
dont la méthylation est naturellement élevée ont tendance a perdre en méthylation,
de sorte que de nombreux CpG dérivent vers un niveau de méthylation de ~50% au
cours du vieillissement. Il en résulte un «lissage», un «aplanissement» du paysage
épigénétique imaginé par Waddington, dont les conséquences pour la cellule ne sont
pas encore tres claires.

La théorie la plus répandue est que cette érosion conduit les cellules a perdre
progressivement leur identité et a mal fonctionner. Pour comprendre ce concept, il
faut se référer a la théorie de l'information de Shannon, qui est une théorie proba-
biliste permettant de quantifier le contenu moyen en information d’'un ensemble de
messages ou, dans notre cas, le contenu moyen en information de I'épigénome. En
effet, I'épigénome se caractérise par des niveaux spécifiques de méthylation et de
modifications d’histones a des endroits bien précis de TADN, procurant a la cellule
une quantité colossale d'informations qui lui permet d’utiliser les bons génes au bon
moment, et donc dexécuter le programme génétique correspondant a son identité
cellulaire. L'érosion de I'épigénome pendant le vieillissement peut étre vue comme une
perte d'information et une augmentation de l'entropie (désordre, chaos) du systéeme
épigénétique dans son ensemble, a tel point que les cellules finissent par perdre leur
capacité a exécuter le programme qui correspond a leur identité, conduisant a un
dysfonctionnement profond du tissu auquel elles appartiennent.

La majorité des modifications épigénétiques causées par le vieillissement sont de nature
stochastique (Kabacik et al., 2022) au sens ou les différentes régions du génome ne
changent pas de maniére coordonnée au sein d'une méme cellule. En d’autres termes,
les niveaux respectifs de méthylation de nombreux CpG d'une cellule donnée ont
tendance a changer indépendamment les uns des autres. Cependant, les changements
qui sopérent dans 'ensemble des cellules qui forment un tissu donné sont loin d’étre
aléatoires. Par exemple, les promoteurs et 'intérieur des génes activement transcrits
sont relativement résistants au vieillissement épigénétique, et le peu de promoteurs
affectés voient, en grande majorité, leur niveau de méthylation augmenter (ce qui n'est
pas surprenant, car ces promoteurs ont un niveau de méthylation habituellement tres
bas). A contrario, les enhancers sont plus sensibles au vieillissement épigénétique, et
une hyper- ou une hypométhylation sont toutes deux possibles.

Les changements les plus remarquables se produisent au niveau des régions liées aux
protéines du groupe Polycomb. Ces protéines forment des complexes avec la chroma-
tine (que nous appellerons «régions Polycomb » par simplicité), maintenant certains
genes développementaux clés dans un état silencieux. Si les protéines Polycomb se
lient aux génes développementaux, c’est parce que ces genes présentent de grandes
régions dépourvues de méthylation (appelées «vallées», ou «canyons» déméthylés)
pour lesquelles les protéines Polycomb ont une affinité particuliere. Une fois liées a
I'ADN, les protéines Polycomb maintiennent ces vallées dans un état déméthylé, ce
qui confére au géne la possibilité d’étre activé rapidement au bon moment au cours de
la différenciation cellulaire. Certaines régions Polycomb sont appelées «bivalentes »,
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car on y observe a la fois des marques d’histones répressives et activatrices. Pendant le
vieillissement, les régions Polycomb, et en particulier les régions bivalentes, augmen-
tent en méthylation, car les protéines Polycomb perdent progressivement leur capacité
a se lier a 'ADN, ce qui libére la place pour les enzymes DNMT qui méthylent alors
I'ADN. Cette hyperméthylation diminuerait la plasticité des génes développementaux
et affecterait notamment les cellules souches, ce qui conduirait de nombreux tissus
(foie, muscle, cerveau, intestins, os) a perdre leur capacité régénératrice avec l'age.

Nous n‘avons parlé jusqu’ici que du changement du niveau moyen de méthylation de
certains CpG, mais il se trouve que le vieillissement saccompagne également d'une
augmentation de la variance du niveau de méthylation de nombreux CpG. Sur ces
sites, la méthylation ne différe que trés peu entre jeunes individus, alors qu'elle differe
de maniere croissante entre individus de plus en plus agés (la méthylation prend des
valeurs de plus en plus extrémes et divergentes au cours du vieillissement). On ne sait
pour le moment pas quelles sont les conséquences de cette hypervariabilité pour la
cellule, mais il est probable qu’elle conduise a un programme d’expression cellulaire
plus «aléatoire » et chaotique.

» Conclusion

Les horloges épigénétiques ont véritablement révolutionné la recherche sur le vieil-
lissement non seulement d’'un point de vue fondamental en soulignant le réle capital
des voies développementales dans le processus de vieillissement, mais aussi d’'un
point de vue translationnel en générant des biomarqueurs d’utilité clinique capables
de suivre les trajectoires de vie d'individus avec une précision inégalée. Il reste cepen-
dant encore beaucoup d’'inconnues a éclaircir, notamment sur linterprétation des
données issues de ces horloges. Les études cliniques doivent a présent déterminer si
une réduction de 'dge épigénétique induit par une intervention se traduit réellement
en une longévité accrue.
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Chapitre 9

Mécanismes épigénétiques des interactions
hote-agent pathogene

CHRISTOPH GRUNAU, ISABELLE FUDAL, NADIA PONTS

Les informations épigénétiques peuvent étre stockées dans au moins quatre supports
différents. Trois d'entre eux sont chromosomiques, cest-a-dire indissociables des
chromosomes et donc immobilisés dans le noyau :

— la méthylation de la position 5 du cycle pyrimidine de la cytosine résultant en une
5-méthylcytosine (5mC);

— les modifications post-traductionnelles des histones et leurs associations avec
d’autres protéines chromatiniennes;

— la position d’'un locus dans les noyaux interphasiques.

La quatrieme est extra-chromosomique et peut donc se déplacer a I'intérieur du noyau,
entre noyau et cytoplasme et entre cellules, voire entre organismes : c’est 'ARN non
codant. Il a été démontré que ces porteurs d'informations épigénétiques peuvent étre
modifiés lors de l'infection d’'un organisme par des agents pathogenes (virus, bactéries,
champignons ou parasites). Par ailleurs, les mécanismes de défense des organismes
infectés sont, au moins en partie, régulés par des mécanismes épigénétiques, ceux-ci
pouvant a leur tour étre la cible des agents pathogénes. Enfin, lors de l'infection, les
agents pathogenes et les parasites sécrétent des molécules facilitant l'infection dont
la production est en partie régulée de fagon épigénétique. Nous présentons dans
ce chapitre quelques informations clés concernant les mécanismes épigénétiques
impliqués dans les interactions hotes-agents pathogenes.

» Modification de U'épigénome a la suite d’une infection
par des agents pathogénes

Des modifications de la méthylation de 'ADN dans les ilots CpG peuvent entrainer
des modifications de la transcription, de I'épissage et probablement d’autres éléments
régulant l'expression des genes. Il a été montré que les modifications de la méthyla-
tion de 'ADN régulent l'expression de génes clés du systéme immunitaire, a la fois
dans les réponses immunitaires innées et dans le systéme immunitaire adaptatif
(Obata et al., 2015). Plusieurs études ont montré que la méthylation de 'ADN change
lorsque des étres humains ou des animaux sont infectés par des parasites. Par exemple,
DiNardo et al. (2018) ont rapporté que l'infection par des parasites humains, le ver
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plat Schistosoma haematobium et le ver nématode Ascaris lumbricoides, induisait des
modifications de la méthylation de TADN dans 751 génes qui affectaient la réponse du
systéme immunitaire de 'hote, notamment les lymphocytes T CD4+*.

Modification de l'épigénome a la suite d'une infection par des bactéries

De nombreuses infections bactériennes provoquent des modifications de la méthyla-
tion de TADN, par exemple les infections par Mycobacterium tuberculosis et M. leprae
(résumé par Pereira et al., 2016), Helicobacter pylori'*, des Escherichia coli uropatho-
genes ou Campylobacter rectus (revu par Bierne et al., 2012). Les cellules hotes n'ont
pas nécessairement besoin d’étre infectées pour quon observe des modifications
de la méthylation de 'ADN; parfois, un changement environnemental montrant la
présence de bactéries peut suffire. Cela a notamment été montré chez des invertébrés
tels que l'huitre Crassostrea gigas, chez qui l'exposition a des bactéries non patho-
genes a laissé des traces dans le patron de méthylation de TADN sur trois générations
(Fallet et al., 2022).

La présence de bactéries pathogénes ou non pathogeénes affecte non seulement la
méthylation de TADN de I'hote, mais également les modifications des histones. Ainsi,
des macrophages exposés a des doses sublétales de la toxine de l'anthrax (Bacillus
anthracis) ont montré une désacétylation de 'histone H3 au niveau de la lysine en posi-
tion 27 (H3K27ac), une marque canonique associée a I'euchromatine et aux activateurs,
et 'exposition aux lipopolysaccharides a stimulé la méthylation de la lysine en position 4
de I'histone H3, associée en général a des genes actifs (résumé par Pereira et al., 2016).

Modification de U'épigénome a la suite d’'une infection virale

Les changements de méthylation de 'ADN probablement les mieux caractérisés
sont ceux observés lors des infections virales, par exemple par le virus de 'hépa-
tite, par le papillomavirus humain, par le virus de la chorioméningite, et par le virus
de I'herpes simplex. La méthylation de TADN a méme été utilisée pour prédire la
progression de la maladie et la mortalité chez les patients atteints du VIH (Zhang
et al., 2018). La pandémie de Covid-19 a suscité un intérét accru pour ces traces
épigénétiques laissées par une infection virale, ici provoquant des syndromes respi-
ratoires. Il a été démontré que l'infection par le virus de la grippe HIN1-09 ou par le
SARS-CoV entrainent une augmentation de la triméthylation de I'histone H3 lysine 4
(H3K4me3) et Ipuisement de la triméthylation de 'histone H3 de la lysine en posi-
tion 27 (H3K27me3) dans un sous-ensemble de genes. En revanche, l'infection par
le H5N1-VN1203 et par le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient
(MERS-CoV) entrainent l'enrichissement en H3K27me3 et épuisent le H3K4me3
pour un autre sous-ensemble de geénes, ce qui rend probable l'existence de signa-
tures épigénétiques spécifiques, méme pour des virus qui sont phylogénétiquement
proches et/ou provoquent des syndromes trés similaires.

Menachery et al. (2018) ont montré que l'infection par le virus MERS-CoV entrainait
une méthylation compléte de 'TADN de trois promoteurs de génes associés a la présen-
tation de l'antigene (HLA-A, B2M et PDIA3) in vitro. Fait intéressant, la protéine virale

14. A noter que cette modification se produit dans des génes suppresseurs de tumeurs et fournissent ainsi
un lien fonctionnel entre I'infection et induction de cancers gastriques.
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codée par 'ORF8 de SARS-CoV-2 interagit directement avec la DNMT1 humaine,
responsable de la maintenance de la méthylation au cours de la vie d'un organisme
(Gordon et al., 2020). Sur la base de ces découvertes, 'hypothése a été émise que le
virus MERS-CoV et SARS-CoV-2 modulent activement le paysage épigénétique du
génome humain, mais il se pourrait aussi que épigénome humain agisse sur l'infection
virale en tant que stress environnemental.

Méme si la nature exacte des mécanismes qui relient 'infection virale a Iépigénétique
n'est pas déterminée, il est désormais clair que les patrons de la méthylation de TADN
dans les génes liés a l'odorat distinguent les patients ayant été infectées par le Covid-19
des personnes non infectées (Huoman et al., 2022). Dans 'ADN circulant librement
dans le sang suite a une lyse de ses cellules d'origine, on trouve des patrons de la méthy-
lation de 'ADN spécifiquement liés aux dommages du foie, des poumons et des reins
(Cheng et al., 2021) apres une infection par le SARS-CoV-2. Il est désormais possible
de prédire le pronostic de l'infection au Covid-19 sur la base d’une signature spécifique
de méthylation de TADN qui se produit principalement dans les génes codant pour la
réponse de l'interféron a l'infection virale (Castro de Moura et al., 2021). Finalement,
l'infection par le Covid-19 accélere «'horloge» épigénétique (Cao et al., 2022; voir
chapitre 8), ce qui pourrait contribuer au syndrome de Covid long.

Etant donné les preuves selon lesquelles les virus et autres agents pathogeénes laissent
une trace épigénétique de leur passage chez I'hodte, on a fait I'hypothése que la vacci-
nation, qui représente une sorte d’«infection atténuée », pouvait également avoir un
effet sur Iépigénome. En effet, des liens ont été établis entre les marques épigénétiques
et une réponse immunitaire durable («immunité entrainée »; Netea et al., 2020). Les
premieres preuves sont venues de la vaccination avec le vaccin Calmette-Guerin-
Bacilli (BCG), destinée a prévenir l'infection tuberculeuse, qui a également montré
des effets protecteurs contre les infections bactériennes et virales non apparentées
a la tuberculose (voir pour revue Bierne et al., 2012). En effet, dans les monocytes
circulants des nourrissons, une signature de méthylation de TADN a été identifiée
qui persistait plus de douze mois apres la vaccination par le BCG (Bannister et al.,
2022). Par ailleurs, de nouvelles techniques permettant d’analyser, cellule par cellule,
l'accessibilité a la chromatine dans des cellules immunitaires (single cell ATAC-Seq)
ont montré qu'apres une infection par le SARS-CoV-2, les monocytes CD14* et CD16*
ont une structure chromatinienne altérée qui pourrait étre a la base d'une immunité
entrainée contre une infection secondaire (You et al., 2021).

» Mémoire épigénétique et priming des défenses des plantes
lors de Uinfection

Des changements épigénétiques peuvent aussi étre induits chez les plantes lors de
l'infection par différents agents pathogenes (bactéries, champignons, insectes). Ainsi,
une étude ancienne de Guseinov et Vanuyshin (1975) décrivait une forte altération du
niveau de méthylation des cytosines chez le coton a la suite de l'infection par le cham-
pignon pathogene Verticillium dahliae. De méme, l'infection d’Arabidopsis thaliana
par Pseudomonas syringae pv. tomato entraine une hypométhylation de 'ADN de
plusieurs régions génomiques, notamment des régions péri-centromériques et des
régions contenant des rétrotransposons.
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Certaines de ces modifications sont impliquées dans le mécanisme de priming, qui
permet a la plante, a la suite d'une premiére exposition a un stress biotique ou abio-
tique, de réagir plus rapidement et efficacement suite a l'exposition a de nouveaux
stress. Le priming peut non seulement étre induit par des stress biotiques, mais
également lors du contact avec un micro-organisme non pathogéne ou un stimulus
chimique (par exemple, la chitine, des molécules de défense des plantes). Parmi les
modifications épigénétiques impliquées dans le priming, on note notamment un
role de 'accumulation de la modification H3K4me3 et de l'acétylation de plusieurs
lysines de I'histone H4, qui permettent l'ouverture de la chromatine au niveau de
genes de défense et ainsi leur activation plus rapide, via des facteurs de transcription
spécifiques, lors de l'exposition a de nouveaux stress.

Certaines de ces modifications épigénétiques peuvent par la suite étre transmises
a la descendance et permettre une résistance accrue a l'infection par des virus, des
bactéries, des champignons ou des insectes (voir pour revue Lopez Sanchez et al.,
2021). Ainsi, une étude a I'échelle du génome de A. thaliana de la méthylation de
I'’ADN sur trois générations apres une infection par P syringae pv. tomato a révélé
une résistance acquise a la bactérie liée a la présence de méthylation de 'ADN dans
un contexte CpG dans des régions géniques (transgenerational-induced resistance),
le niveau de méthylation étant plus important en cas d’'infection par la bactérie sur
plusieurs générations.

» Role de la méthylation de ADN dans Uinduction de réactions
de défense chez les plantes

Lors de linfection par un agent pathogéne, les plantes peuvent reconnaitre des
éléments conservés de ces agents pathogenes (par exemple, la chitine des champi-
gnons ou la flagelline des bactéries), ce qui déclenche un premier niveau de résistance
basale a l'infection. Les plantes peuvent également reconnaitre spécifiquement des
molécules sécrétées par l'agent pathogene, appelées «effecteurs», éléments clés de
la pathogeneése qui modulent I'immunité de la plante et facilitent 'infection. Cette
reconnaissance est médiée par des protéines de résistance (R) membranaires ou cyto-
plasmiques capables de reconnaitre, directement ou indirectement, certains de ces
effecteurs, ce qui déclenche un ensemble de réponses de défense regroupées sous le
terme effector-triggered immunity (ETI), conduisant fréquemment a une mort cellu-
laire rapide et localisée appelée «réponse hypersensible» (HR). Plusieurs molécules
de signalisation végétale régulent la défense des plantes contre leurs agresseurs, dont
l'acide salicylique (SA) et le méthyl jasmonate (meJA). La signalisation dépendante du
SA est essentielle a I'‘établissement d'une résistance locale et systémique a l'infection
par des agents pathogénes biotrophes (se développant sur cellules vivantes), tandis
que la signalisation dépendante du meJA est induite en réponse aux blessures méca-
niques ou provoquées par des herbivores et a l'infection par des agents pathogénes
nécrotrophes (se développant sur cellules mortes). Les voies de défense dépendantes
du SA et du meJA sont mutuellement antagonistes.

Chez les plantes, deux types de méthylation de TADN ont été décrits : la méthylation
de la 5-cytosine (5mC) et, dans de plus rares cas, une méthylation de la Ny-adénosine.
La 5mC est retrouvée a la fois dans des contextes CpG, CHG et CHH (H correspon-
dant a n'importe quel nucléotide a l'exception d’'un G). Classiquement, dans les régions
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codantes, on retrouve principalement de la méthylation en contexte CpG, alors quon
peut trouver de la méthylation dans tous les types de contextes nucléotidiques dans les
régions répétées ou riches en éléments transposables.

Le rdle de la méthylation de TADN dans les mécanismes de défense des plantes a été
largement étudié, principalement via des traitements chimiques ou via la génération
de mutants hypométhylés ou hyperméthylés (voir pour revue Ramos-Cruz et al., 2021).
Une corrélation négative entre le niveau de méthylation de 'ADN et la résistance des
plantes a l'infection par des agents pathogenes biotrophes ressort de ces études. Ainsi,
lorsquon diminue le niveau de méthylation de 'TADN, on augmente la résistance des
plantes a l'infection par des agents pathogenes biotrophes (par exemple, lors de l'infec-
tion de A. thaliana par P. syringae pv. tomato ou par Hyaloperonospora arabidopsidis, ou
lors del'infection du riz par Xanthomonas oryzae pv. Oryzae) et on observe une augmen-
tation d'expression de génes de défense et une activation de la voie hormonale du SA.
A linverse, des mutants de A. thaliana hyperméthylés sont plus sensibles a I'infection
par H. arabidopsidis ou Fusarium oxysporum. 1l a alors été postulé que la déméthylation
de 'ADN pouvait constituer un signal permettant d'induire plus rapidement l'expression
de geénes de défense lors d’'une réinfection (effet de priming). Il convient de noter que
cet effet de la méthylation de 'TADN sur la résistance a l'infection est inversé pour les
agents pathogeénes nécrotrophes. On ne sait cependant pas s'il sagit d'un effet direct
de I'hypo-méthylation de 'ADN sur la sensibilité a I'infection ou d'un effet indirect lié
a l'antagonisme entre la voie hormonale médiée par le SA et celle médiée par le meJA,
induite lors de l'infection par un agent pathogene nécrotrophe.

Il n'est en effet pas facile de distinguer les effets causaux des effets pléiotropes générés
lors de la mutation de génes impliqués dans des mécanismes épigénétiques. Afin de
pallier cet effet, un outil remarquable a été développé chez A. thaliana : une collec-
tion de lignées quasi isogéniques épigénétiquement recombinantes (lignées epiRIL).
Ces lignées ont été obtenues en croisant une lignée sauvage (Col-0) avec des mutants
de fond génétique Col-0 affectés dans leur niveau de méthylation de 'ADN (mutants
de TADN méthyltransférase 1, metl ou de decrease in DNA methylation 1, ddml).
Les descendants de ces croisements sont quasi isogéniques, mais différent pour leurs
profils de méthylation de 'ADN (figure 9.1). Ces lignées sont des outils précieux
pour identifier des régions du génome de A. thaliana différentiellement méthylées
impliquées dans la résistance a l'infection par différents agents pathogénes. Ainsi,
un criblage d’'une centaine de lignées de cette collection depiRIL pour leur sensibi-
lité a l'infection par H. arabidopsidis a permis d’'identifier quatre régions du génome
hypométhylées (epiQTL, pour epigenetic quantitative trait loci) expliquant 60% de
la sensibilité a l'infection (Furci et al., 2019). Cependant, peu de genes sont présents
dans les régions génomiques correspondant a ces epiQTL, suggérant une régulation
de genes de défense localisés dans d’autres régions du génome (régulation en trans)
par un mécanisme non déterminé.

Roles des ARN non codants dans les interactions
plantes-agents pathogénes

Les ARN non codants jouent un réle important dans la reprogrammation de
l'expression des genes chez les plantes en réponse a l'infection par une large gamme
d’agents pathogénes (voir pour revue Huang et al., 2019). Ainsi, différents types de

137



Epigénétique. Mécanismes moléculaires, biologie du développement et réponses a Penvironnement

Col-0 ddm1

-
Parents *— %
o
F1 o
-—

|

& |EE | 1RE]
ELEGEIER]

Figure 9.1. Stratégie utilisée pour générer des lignées recombinantes épigénétiques (epiRIL).

Les lignées epiRIL sont issues d'un croisement entre un génotype sauvage d’Arabidopsis thaliana (Col-0)
présentant de 'ADN méthylé (épingles noires) et un mutant ddm1 (decrease in DNA methylation 1), généré
a partir du génotype sauvage Col-0) appauvri en méthylation (épingles vertes). Les plantes issues de ce
croisement (F1) ont été autofécondées pour générer plusieurs centaines de lignées F2. Les lignées portant
l'alléle homozygote DDM1 de type sauvage ont été maintenues. Ces lignées ont été multipliées pendant
plusieurs générations, ce qui a permis d’'obtenir des lignées avec des épigénotypes en mosaique. Les lignées
epiRIL sont donc génétiquement identiques mais épigénétiquement distinctes.

petits ARN régulant spécifiquement l'expression de genes de résistance cytoplas-
miques (NLR, nucleotide-binding site leucine-rich repeat) et de génes de défense ont
été identifiés. Parmi eux, les petits ARN interférents hétérochromatiniens (hc-siRNA
pour heterochromatic small interfering RNAs, généralement d’'une longueur de 24 a
30 nucléotides) dérivent de régions hétérochromatiniennes riches en répétitions et
en éléments transposables et agissent sur la méthylation de novo de 'ADN et/ou sur
des modifications d’histones dans ces régions. Les clusters de NLR ou de génes codant
des récepteurs impliqués dans les défenses basales des plantes sont souvent asso-
ciés a des éléments répétés ou transposables et sont ainsi régulés par des hc-siRNA.
Cette régulation fine de l'expression des génes de résistance et des mécanismes de
défense permet de maintenir un équilibre entre croissance végétative et résistance
a l'infection, et de limiter ainsi le cott de fitness lié a 'immunité végétale. On peut
citer comme exemple les travaux de Deng et al. (2017) concernant la caractérisa-
tion du locus de résistance PIGMR-PIGMS du riz. Alors que PIGMR est exprimé
constitutivement et confére une résistance large au champignon M. oryzae, PIGMS
nest exprimé que dans les fleurs et les panicules et empéche l'activation par homo-
dimérisation de PIGMR dans ces organes, permettant ainsi doptimiser la production
de grains. Lexpression de PIGMS est régulée par la présence de deux transposons
miniatures (MITE1 et MITE2) dans son promoteur, par un fort niveau de méthylation
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de 'ADN de ce promoteur pendant la croissance végétative et par la production de
hc-siRNA dérivés de MITEL et MITE2 également pendant la croissance végétative,
ce controle étant levé dans les fleurs et panicules.

Par ailleurs, il a été montré que de petits ARN pouvaient étre échangés entre la plante
et ses agents pathogénes et moduler l'infection. Ainsi, chez A. thaliana, des vési-
cules extracellulaires contenant des petits ARN produits par la plante saccumulent
au niveau des sites d’interaction lors de linfection par le champignon nécrotrophe
Botrytis cinerea. Au moment du contact de la plante avec les cellules fongiques, le
contenu de ces vésicules extracellulaires est libéré, permettant la modulation de genes
impliqués dans l'agressivité de l'agent pathogene par les petits ARN de A. thaliana,
limitant ainsi l'infection (Cai et al., 2018). De leur coté, les agents pathogénes ont
également la capacité d'utiliser la machinerie de silencing de la plante a leur avan-
tage. Ainsi, H. arabidopsidis et B. cinerea sécretent de petits ARN dans les cellules de
A. thaliana et utilisent la machinerie de silencing médiée par la protéine Argonaute
de la plante pour moduler I'expression de génes de défense de I'hote, et ainsi faciliter
l'infection (Weiberg et al., 2013 ; Dunker et al., 2020).

Role des modifications d’histones dans les interactions
plantes-agents pathogénes

Comme présenté dans le chapitre 2, les modifications post-traductionnelles des queues
N-terminales d’histones constituent un véritable code épigénétique. Parmi ces modi-
fications, les acétylations/désacétylations médiées par des histones acétyltranférases
(HAT) et désacétylases (HDAC) et les méthylations/déméthylations médiées par des
histones méthyltransférases et déméthylases jouent un réle majeur chez les plantes.

Tout comme pour la méthylation de 'ADN, le réle de l'acétylation des histones dans
les mécanismes de défense des plantes a été largement étudié, principalement via la
génération de mutants perte-de-fonction HDAC ou HAT (voir pour revue Ramos-
Cruz et al., 2021). Il ressort de ces études une implication de 'acétylation des histones
dans les réponses de défense basales des plantes et dans leur résistance a l'infection.
Ainsi, les mutants sdac montrent une résistance accrue a l'infection par des agents
pathogenes biotrophes et une induction de genes de défense liés au SA (par exemple
dans le cas d'interactions entre A. thaliana et P. syringae pv. tomato ou entre le riz
et Magnaporthe oryzae ou X. oryzae pv. oryzae). A linverse, des mutants hat chez
A. thaliana présentent une sensibilité accrue a l'infection par P. synringae pv. tomato.
Les protéines HDAC ont donc été décrites comme des régulateurs (directs ou indi-
rects) négatifs de la voie du SA et les protéines HAT comme des régulateurs positifs.
Certains champignons phytopathogénes produisent des inhibiteurs ' HDAC comme
la toxine HC produite par Cochliobolus carbonum indispensable a l'infection du mais
ou la dépudécine produite par Alternaria brassicicola lors de l'infection d’A. thaliana.

Le role des méthyltransférases et des déméthylases dans la résistance des plantes a
l'infection est moins clair. Cela est sans doute da a la diversité des protéines qui ont
été étudiées et des méthylations d’histones qu'elles déposent, certaines marques ayant
un effet répresseur et d’'autres un effet activateur (Ramos-Cruz et al., 2021). On peut
notamment noter leffet de la présence de la marque répressive H3K9me2 a proxi-
mité des sites de polyadénylation des génes de résistance RPP7 et RPP4 (Recognition of
Peronospora parasitica) d’A. thaliana, qui empéche la maturation de transcrits courts
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inactifs et favorise 'accumulation de transcrits fonctionnels de pleine longueur. L'équi-
libre dans la production de ces deux types de transcrits est modulé par la présence
d’EDM2 (enhanced downy mildew 2), une protéine associée aux histones qui se fixe a
la marque H3K9me2 au niveau déléments transposables présents a proximité et dans
les génes RPP7 et RPP4. EDM2 régule également l'expression d’autres NLR, permet-
tant ainsi de maintenir I'équilibre entre croissance végétative et résistance a l'infection.
De méme, la protéine ATRX1 (alpha thalassemia/mental retardation syndrome
X-linked), qui présente une activité méthyltransférase et est responsable du dépot du
variant d’histone H3.3, régule l'expression d'un grand nombre de genes de défense,
de geénes de résistance et de facteurs de transcription de type WRKY (notamment
WRKY70, impliqué dans la régulation de la voie du SA).

Régulation épigénétique de la production de molécules impliquées
dans la pathogenése

Lexpression du pouvoir pathogéne d’'un micro-organisme capable d’infecter un hote
donné est intimement liée a la production de molécules diverses, protéines ou méta-
bolites, appelées «effecteurs». Ces effecteurs sont produits lorsque 'agent pathogene
est au contact de son hote et permettent l'infection soit en facilitant la pénétration
de l'agent pathogene, sa propagation, son approvisionnement en nutriments, soit
en agissant directement sur I'hdte en affaiblissant ses défenses, tel que présenté plus
haut. Par exemple, les parasites apicomplexes (tous intracellulaires obligatoires) tels
que l'agent du paludisme P falciparum sécrétent un important arsenal deffecteurs
protéiques dans la cellule hote pour les utiliser a leur avantage (voir pour revue Koning-
Ward et al., 2016). Notamment, les protéines P falciparum erythrocyte membrane
protein 1 (PfEMP1) sont des protéines hypervariables codées par une famille d'une
soixantaine de genes VAR dont l'expression coordonnée a la surface des érythrocytes
infectés permet au parasite d'échapper au systéme immunitaire de 'hote. A chaque
cycle cellulaire, un seul géne var est exprimé (jamais le méme), les autres étant réprimés
simultanément. Les loci des génes VAR réprimés sont abondamment décorés par les
marques hétérochromatiniennes H3K9me3, Heterochromatin Protein 1 (HP1) et
H3K36me3, et colocalisent dans un secteur nucléaire transcriptionnellement inactif
en périphérie du noyau grace a la formation de nombreuses boucles, structurant ainsi
le génome dans l'espace (voir pour revue Abel et Le Roch, 2019). Le locus de I'unique
géne VAR actif est décoré par les marques histones H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac et
H4K8ac, et n'est pas localisé dans le méme secteur nucléaire que les VAR inactifs.

Les champignons filamenteux phytopathogeénes sont également de formidables produc-
teurs d’effecteurs. Le champignon filamenteux Fusarium graminearum est un exemple
d’agent pathogene du blé tres efficace qui, en plus de causer des pertes de rendement tres
importantes, produit des mycotoxines toxiques par ingestion, dont le déoxynivalénol
(DON), qui peuvent contaminer les grains d’apparence saine. Les mycotoxines sont des
métabolites secondaires, c’'est-a-dire non essentiels a la survie immeédiate (par opposition
aux métabolites primaires, essentiels au métabolisme cellulaire, comme par exemple les
acides aminés) mais jouant néanmoins des roles écologiques importants, dans la survie
dans I'habitat du champignon (par exemple compétitions microbiennes) mais aussi dans
linfection. Le DON est notamment un effecteur métabolique permettant la colonisation
rapide de 'hote blé par E graminearum (Mentges et al., 2020).
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Comme tous les métabolites secondaires fongiques, la voie de biosynthése du DON est
constituée de diverses enzymes catalysant les étapes de transformation métabolique. Les
geénes codant ces enzymes, et bien souvent ceux codant des facteurs de transcription
spécifiques de la voie de biosynthese en question, sont rassemblés de facon contigué
a un locus commun du génome. On parle de «cluster de génes de biosynthese», ou
BGC (biosynthetic gene cluster). Lexpression précise et coordonnée des BGC est alors
orchestrée de fagon treés fine en fonction de l'environnement dans lequel se trouve le
champignon (facteurs biotiques et abiotiques, voir plus haut), en faisant notamment
intervenir diverses combinaisons de marques histones (voir pour revue Etier et al.,
2022). Les BGC exprimés portent la marque H3K4me3, tandis que les BGC réprimés
sont décorés par la marque H3K27me3. Les régulations par des marques histones
pourraient également étre indirectes, comme l'activation de la production de DON
chez E graminearum, potentiellement liée a une inhibition dépendante de la marque
hétérochromatique H3K9me3 de l'expression d’'un facteur répresseur en trans.

Le code définissant les effets des marques histones n’est toutefois pas universel. Par
exemple, le BGC impliqué dans la biosyntheése de la mycotoxine stérigmatocystine
par le champignon phytopathogene Aspergillus nidulans est réprimé en présence de
H3K9me3. Au-dela de ces quelques exemples, I'étendue du répertoire des marques
épigénétiques pouvant réguler la production d’effecteurs, et les combinatoires sous-
jacentes, permet des régulations rapides et ajustées de la production deffecteurs
par des micro-organismes pathogénes en réponse a un vaste éventail de stimuli
biotiques et abiotiques.

Les petits ARN jouent également un role important dans la mise en place de l'infection
par des agents pathogénes et la colonisation de I'hote. La localisation génomique dans
des régions hétérochromatiniennes (riches en éléments répétées et en transposons)
de certains d'entre eux, les hc-siRNA, a été évoquée plus haut. Les différentes familles
de petits ARN peuvent en outre étre elles-mémes porteuses de modifications cova-
lentes déposées post-transcriptionnellement, qui viennent affecter leur biogenese et
in fine leurs fonctions (voir pour revue Li et al., 2021). Les miARN, par exemple, sont
fréquemment méthylés en N, des adénosines (m6-A), jouant un role catalyseur dans
le processus de maturation des miARN.

» Questions futures

Les progres techniques et les cotts réduits des techniques de profilage épigénomique
a haut débit ont permis de réaliser la caractérisation dépigénomes au niveau indivi-
duel. Dans le domaine biomédical, cela a conduit & une démocratisation des outils de
médecine individualisée, et le domaine le plus avancé est certainement 'évaluation du
risque de cancer et le pronostic de l'issue du traitement. Nous savons maintenant que
les maladies infectieuses laissent des traces dans 'épigénome, et nous savons également
que certaines conditions épigénétiques sont liées a une plus grande résistance aux infec-
tions. C’est le cas chez les animaux et les plantes. En utilisant du «dépistage» a haut
débit des profils épigénétiques a I'échelle de la population, il a été montré chez l'espece
modele A. thaliana un effet de modifications épigénétiques (notamment la méthylation
de ’TADN) sur la résistance a l'infection. Des recherches sur des espéces d'intérét agro-
nomique sont désormais nécessaires pour déterminer s’il est possible de sélectionner
des plantes cultivées et des animaux d’élevage présentant des niveaux particuliers de
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méthylation a des endroits spécifiques de 'ADN, afin d’améliorer la résistance aux
maladies, tout en n’altérant pas la quantité et la qualité des aliments produits.

Par ailleurs, il a été montré que l'exposition a un stress biotique ou abiotique entraine
des modifications épigénétiques qui peuvent étre transmises a la descendance, la
rendant plus résistante a ces stress. Cependant, cette transmission générationnelle
de résistance aux stress a principalement été étudiée chez des organismes modeles.
Il est donc désormais nécessaire de s'intéresser a la stabilité de ce phénomene au cours
des générations et pour une grande diversité de pathosystémes. L'étude de ces méca-
nismes pourrait ouvrir la voie a de nouvelles stratégies de protection des écosystémes
exploités. Par exemple, moduler finement les miARN produits par la plante pourrait
étre une stratégie pour améliorer la tolérance aux stress (abiotiques ou biotiques)
dans les cultures et les élevages d'importance économique. Une fois que nous saurons
quels types de marques épigénétiques sont liés a une meilleure résistance/tolérance
a la maladie, il sera également possible de modifier I'épigénome des animaux et des
plantes exploités, et d'augmenter ou de diminuer les signaux épigénétiques a des sites
spécifiques, sans modifier le génome de ces organismes. Cette approche est appelée
«ingénierie épigénétique », ou édition de 'épigénome (voir chapitre 12), et n'a jusqu’a
présent été utilisée que sur une poignée d'organismes montrant sa faisabilité. Il sera
nécessaire de développer ces techniques dans des organismes d’élevage et d’évaluer
les gains et les risques sanitaires et environnementaux associés a ces techniques, et
d’encadrer correctement son utilisation.

Depuis la découverte de la présence de petits ARN dans l'environnement qui peuvent
étre ingérés par des agents pathogénes (nématodes, champignons), il est envisagé
d’utiliser des petits ARN comme pesticides : SRNA (small RNA) ou dsRNA (double-
stranded RNA). Cette stratégie, appelée «spray-induced gene silencing» (SIGS), a été
testée avec succes pour lutter contre des agents pathogénes eucaryotes pendant la
saison culturale (par exemple, Sclerotinia sclerotiorum ou B. cinerea sur feuilles de
colza) ou apres récolte (par exemple, B. cinerea sur feuilles de laitues, tomates, fraises
et roses). Cependant, une des limites de ces traitements est la dégradation rapide des
petits ARN dans l'environnement. La découverte récente d'exosomes impliqués dans
le transfert de petits ARN entre hotes et agents pathogenes pourrait aider a déve-
lopper des vésicules extracellulaires artificielles, inspirées de ces exosomes, permettant
des traitements a 'aide ’ARN artificiels ciblant les agents pathogenes dans le but de
controler les maladies dans diverses cultures avant et apres récolte, tout en les proté-
geant de la dégradation, ou en prenant comme cible spécifiquement certains vecteurs
(insectes, mollusques, etc.) des maladies transmissibles.

Enfin, développer des stratégies durables de lutte contre les agents pathogenes implique
de ne pas se cantonner aux interactions bipartites hote-agent pathogeéne, mais de
regarder également l'implication des mécanismes épigénétiques sur les interactions
au sein de I'’holobionte complet, c’est-a-dire entre I'hdte et tous les micro-organismes
présents dans son environnement.
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Chapitre 10

Mémoires épigénétiques et santé des plantes

PHILIPPE GALLUSCI, MARGOT M.]. BERGER

Le changement climatique se traduit par une augmentation de la fréquence et de
l'intensité d’épisodes de stress intense, et par une montée progressive de la température
globale. Ces phénomenes tels que les vagues de chaleur, la sécheresse, les inondations, ou
la pression exercée par les agents pathogeénes, influent directement sur la croissance et le
rendement des plantes cultivées et mettent en danger la sécurité alimentaire mondiale.

Au-dela de la nécessaire adaptation des pratiques culturales, 'amélioration des plantes
cultivées repose sur l'utilisation de la diversité génétique des espéces cultivées et des
especes sauvages apparentées pour répondre a de tels défis (Renzi et al., 2022). En effet,
elle vise a identifier les combinaisons d’alléles les plus favorables afin d'optimiser des
caracteres d’intérét agronomique, tels que le rendement, la qualité des récoltes (fruits,
graines) ou encore la tolérance aux stress abiotiques et/ou la résistance a différents
agents pathogeénes. Alors que ces traits phénotypiques sont particulierement impor-
tants en agriculture, seule une partie de leur héritabilité semble déterminée par les
variations génétiques (Brachi et al., 2011). A cette héritabilité manquante, il faut ajouter
une érosion progressive de la diversité génétique, du fait de processus récurrents de
sélection variétale, ou encore lorsque les méthodes de création de nouvelles variétés
reposent sur la multiplication végétative, comme pour la vigne et de nombreuses
autres especes d’arbres fruitiers ou forestiers.

Dans ce contexte, les mécanismes épigénétiques apparaissent comme une nouvelle
source de variations phénotypiques héritables, générées indépendamment des chan-
gements de la séquence d’ADN. En outre, ils jouent un role important dans la mémoire
des plantes, capacité quelles ont acquise leur permettant de stocker les informations
générées par un signal endogene ou lié a leur environnement, puis de les réutiliser
(Gallusci et al., 2022). Grace a ces propriétés, les plantes sont souvent considérées
comme des organismes ayant acquis une forme d’«intelligence », bien qu'elles ne
soient pas pourvues de capacité cognitive (van Loon, 2016).

Dans ce chapitre, nous présentons un résumé de I'état des connaissances concernant la
mémoire épigénétique des plantes, et des opportunités quelle ouvre dans le but d'amé-
liorer la tolérance des plantes aux contraintes générées par le changement climatique.
Nous discutons dans quelle mesure l'utilisation de la mémoire des végétaux et la mise
en place d'approches telles que l'epi-breeding (amélioration épigénétique des plantes)
pourraient étre a la base de stratégies innovantes 8 méme d’améliorer la santé des plantes.
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» La mémoire des plantes : importance
des mécanismes épigénétiques

Il est communément accepté que les plantes sont des organismes capables de stocker,
puis de réutiliser de fagcon appropriée l'information qu'elles percoivent de l'environ-
nement. Elles possedent des mécanismes de mémoires particulierement performants
qui reposent sur un ensemble de processus physiologiques, cellulaires, métaboliques
et moléculaires. Parmi ceux-ci, des travaux de plus en plus nombreux montrent que les
mécanismes épigénétiques sont 'un des supports majeurs de la mémoire des plantes
(Gallusci et al., 2022).

Chez les plantes, comme chez les autres eucaryotes, I'information épigénétique est
portée par les variants d’histones, les modifications post-traductionnelles des histones
(HPTM), et par la méthylation de 'ADN. Cette derniére présente certaines spécifi-
cités, puisque dans les génomes végétaux les cytosines peuvent étre méthylées dans
tous les contextes de séquences, qUils soient symétriques car méthylés sur les deux
brins dADN, comme dans le cas des motifs CG et CHG (ou H peut étre A, T ou C),
ou non symétriques pour les motifs CHH ol seul un brin d’ADN porte la méthylation
(figure 10.1; voir chapitre 2).

Ainsi, chez les végétaux, la mise en place et le maintien de la méthylation de '’ADN géno-
mique sont en partie assurés par des mécanismes spécifiques. La méthylation de novo
est réalisée dans les trois contextes de séquences par les mécanismes de RADM (RNA
directed DNA methylation) qui impliquent les enzymes DRM1 et 2 (domain rearanged
DNA methyltransferase) et des petits ARN interférents (siRNA, short interfering RNA)
de 24 nucléotides, ou par la chromométhylase 2, cette derniére agissant surtout dans
les régions hétérochromatiques. Ces enzymes assurent aussi le maintien des méthyla-
tions CHH apres réplication de TADN. Le maintien des méthylations dans les contextes
CG et CHG est assuré respectivement par l'enzyme ADN méthyltransférase 1 (MET1)
et par la chromométhylase 3 (CMT3). Enfin, les méthylations de TADN peuvent étre
perdues par dilution lors de la réplication de TADN, en l'absence de mécanismes de
maintien ou par élimination active. Dans ce dernier cas, ce sont des ADN glycosy-
lases/lyases qui éliminent les cytosines méthylées, qui seront ensuite remplacées par
des cytosines non méthylées (figure 10.1). En ce qui concerne les HPTMs, les méca-
nismes permettant leur mise en place et leur élimination sont aussi bien décrits chez
les végétaux (Lauria et Rossi, 2011). En revanche, peu de choses sont connues sur leur
maintien au cours des divisions cellulaires, bien que dans le cas de la vernalisation,
par exemple, les marques histones sont clairement conservées lors des mitoses des
cellules méristématiques. Ainsi, I'information épigénétique contribue aux différents
types de mémoires identifiées chez les végétaux. D'une part, elle est maintenue au
cours des mitoses et participe a leur « mémoire somatique » (figure 10.2). Elle est aussi
conservée, du moins en partie, dans les méristémes lors de la multiplication végétative
des plantes, et contribue a la mémoire transgénérationnelle des végétaux lors de la
reproduction non sexuée (Latutrie et al., 2019). D’autre part, une partie de I'informa-
tion épigénétique peut étre conservée a travers les méioses, puis la fécondation, et est
ainsi susceptible de participer a la mémoire trans- et/ou intergénérationnelle pendant
la reproduction sexuée. Enfin, l'existence d'une mémoire épigénétique transannuelle
portée par les cellules des méristémes a été suggérée dans les bourgeons dormants
chez les plantes pérennes comme le peuplier (Le Gac et al., 2018).
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Epigénétique. Mécanismes moléculaires, biologie du développement et réponses a Penvironnement

En conclusion, les mécanismes épigénétiques sont porteurs d'une information qui
est conservée, du moins en partie, suite aux divisions cellulaires (mitoses et éventuel-
lement méiose), contribuant ainsi a la mémoire de la plante. En ce sens, ils peuvent
contribuer a son acclimatation et/ou a son adaptation a l'environnement.

» Lacclimatation des plantes : mémoire somatique
et santé des plantes

Le stress est souvent défini comme un changement des conditions environnementales,
capable de perturber I'équilibre physiologique d’'un organisme. Ces perturbations, qui
peuvent altérer le développement de la plante, se traduisent souvent par une réduction
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Figure 10.2. Mécanismes épigénétiques et mémoires des plantes (d’apres Berger et al., 2023).

Linformation épigénétique générée au cours du développement et/ou en réponse aux stress environnementaux
est mise en place lors de la différenciation cellulaire et est maintenue lors des divisions cellulaires (mitoses).
Les marques épigénétiques (méthylation de 'ADN, modification des histones, etc.) peuvent étre maintenues
pendant la croissance annuelle de la plante, participant a la mémoire somatique (1). Les marques épigénétiques
peuvent contribuer & la mémoire trans-intergénérationelle, car elles peuvent étre transmises a travers la méiose
puis la fécondation sur au moins une génération lors de la reproduction sexuée (2), ou a une descendance
obtenue par propagation végétative (3). De récents travaux sur les plantes pérennes suggeérent également
l'existence d'une mémoire transannuelle (4), permettant de transmettre les marques épigénétiques a travers les
cycles de développement et de dormance des plantes au fil des saisons. Cette mémoire transannuelle pourrait
étre a l'origine d’'une dérive épigénétique.
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Mémoires épigénétiques et santé des plantes

du rendement des récoltes et/ou de leur qualité, et peuvent, dans les cas extrémes,
entrainer la mort. Cependant, les plantes, qui sont des organismes sessiles et de ce
fait subissent leur environnement, ont mis en place des mécanismes leur permettant
de répondre et de s'adapter aux stress environnementaux. Ces derniers entrainent le
changement de nombreux paramétres physiologiques et moléculaires, tant au niveau
cellulaire que de l'organisme entier (Zhang et al., 2022). Dans ce contexte, les méca-
nismes épigénétiques semblent jouer un role important aussi bien dans la réponse des
plantes aux stress que dans leur mémoire, qu'elle soit somatique ou impliquée dans le
transfert d'information aux générations suivantes (figure 10.2).

Vernalisation : un exemple de mémoire somatique

La mémoire somatique des végétaux a été particulierement bien décrite dans le cas de
la vernalisation (figure 10.3). Il s’agit d'une période de froid nécessaire a la floraison
de certaines plantes, parmi lesquelles Arabidopsis, le chou ou encore la betterave a
sucre. Ce phénomeéne illustre la capacité des plantes a mémoriser les conséquences

-0 7N0)
OFF %}/X

B FLC

ON

FLC

Figure 10.3. Contrdle de la vernalisation chez Arabidopsis.

La répression du gene FLC est essentielle pour permettre la floraison. La baisse des températures pendant
I'hiver induit, dans un premier temps, l'expression de TARN antisens COOLAIR (1), puis la mise en place de
la marque répressive H3K27me3 au niveau de trois nucléosomes situés dans le premier exon du géne FLC
(2), marque qui s'étendra sur I'ensemble du géne lors de la hausse de température printaniere (3). La mise en
place de cette marque est médiée par l'action du complexe PRC2, recruté par le biais de 'interaction entre
les protéines VRN5 et VIN3, toutes associées au PRC2, et de la protéine ASAP. Cette derniére protéine est
associée au complexe PRCI et aux protéines HDA19 et VAL1/2. Les marques associées a la répression du
geéne FLC sont ensuite perdues au cours de la reproduction sexuée.

FLC : flowering locus C; PRC : Polycomb repressive complex; VRNS : vernalization 5; VIN3 : vernalization
insensitive 3; ASAP : apoptosis and splicing-associated protein; HDA19 : histone désacétylase 19; VAL :
viviparousl/ABI3-like.
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d’un signal environnemental sur leur processus de développement. Briévement, dans
le cas d’Arabidopsis, le traitement froid subi par la plante se traduit par l'induction
forte mais transitoire de '’ARN antisens COOLAIR, associée a une baisse d’expression
du geéne FLC (Flowering Locus C), un répresseur de la floraison, et a la mise en place
de la marque répressive H3K27me3 au niveau de 3 nucléosomes situés dans l'exon 1
du géne FLC, par le complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) (Luo et He,
2020). Ce processus nécessite les protéines VAL1/2, qui interagissent avec I'histone
désacétylase HDA19, le complexe PRC1 et la protéine ASAP. Cette derniére assure
le recrutement du complexe PRC2, car elle interagit avec VIN3 et VRN5 qui y sont
toutes deux associées. Ce processus se fait de fagon aléatoire au niveau des cellules du
méristeme, le nombre de cellules affectées dépendant de la durée du froid. Pendant
la période de froid, la marque H3K27me3 reste localisée au niveau de l'exon 1 et est
transmise entre cellules par division mitotique, assurant ainsi la mémoire soma-
tique de la répression du géne FLC. Elle s'étendra a l'ensemble du géne FLC lorsque
les températures remonteront (figure 10.3). Lensemble de ce processus permet la
floraison au printemps lorsque les conditions environnementales sont favorables.
En revanche, I'information épigénétique mise en place au géne FLC n'est pas transmise
a la génération suivante et est reprogrammée au cours de la reproduction sexuée.

L'acclimatation des plantes : principes généraux

La mémoire somatique des végétaux peut aussi étre mise en ceuvre dans le cas de
l'acclimatation des plantes (priming) (Liu et al., 2022). Ce processus permet aux
plantes doptimiser leur réponse aux stress (acquired stress tolerance). Il se caractérise
par une mémoire cellulaire des changements d’état physiologique de la plante, générés
en réponse a un premier stress (biotique ou abiotique) ou suite a l'exposition & un
éliciteur!®. L'acclimatation peut étre décomposée en différentes étapes :

— une premiére exposition au stress ou a une molécule éliciteur induit une réponse de
la plante et potentialise sa mémoire;

— une seconde phase dans des conditions de croissance normales permet a la plante
de récupérer;

— lexposition a un second stress au cours duquel la mémoire de la plante est mobilisée
amene une réponse plus rapide et/ou plus adaptée au stress (Mozgova et al., 2019).

De nombreux événements peuvent induire l'acclimatation des plantes. Si un stress
de faible intensité est en général suffisant, différents éliciteurs peuvent étre utilisés,
incluant des biostimulants naturels ou de synthese, comme l'acide salicylique (SA) et
ses analogues de syntheése (INA, ASM), l'acide B-aminobutyrique (BABA) naturel-
lement produit par les plantes, ou encore la systémine. Certains micro-organismes
présents dans la rhizosphere tels que les plant growth promoting microorganisms
(PGPM) ou des agents de biocontrole tels que Trichoderma jouent aussi un role dans
l'acclimatation des plantes aux stress. Dans d’autres cas, des composés volatils émis
suite a l'attaque d’'une premiere plante peuvent préparer les plantes situées a proxi-
mité a répondre au stress. Ces procédés permettent a la fois une meilleure adaptation
de la plante a son environnement, mais peuvent aussi avoir un effet positif sur leur
croissance et leur rendement (Kerchev et al., 2020).

15. Un éliciteur est une substance capable, dans certaines conditions, de stimuler des mécanismes de
défense naturelle.
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Un aspect essentiel au phénomeéne d’acclimatation réside dans la capacité des plantes
a mémoriser l'information recue lors des premiers stress et/ou suite a 'application
d’un éliciteur. Si divers mécanismes participent a la mémoire des stress, le role des
processus épigénétiques apparait ici déterminant.

Mémoire somatique des stress : importance des mécanismes
épigénétiques

Les mécanismes moléculaires impliqués dans l'acclimatation des plantes ne sont pas
toujours bien décrits. Cependant, certains génes semblent porter la mémoire des
stress (figure 10.4). Ces « génes mémoire » ont été classés en deux catégories : les génes
de type I, qui se caractérisent par le maintien d’'un état d’expression induit par un
premier stress, et les génes de type II, qui présentent un niveau d’expression modifié
lors de stress récurrents par rapport a celui induit par le premier stress (Baurle, 2018).
A T'heure actuelle, des travaux de plus en plus nombreux visent a déterminer la contri-
bution des régulations épigénétiques dans la mémoire des stress, en particulier en lien
avec la régulation des génes mémoire (Crisp et al., 2016).

Différentes études réalisées chez la plante modele Arabidopsis, le riz ou encore Brachy-
podium distachyon montrent une modification du profil épigénétique de genes dits
«mémoire» en réponse aux stress hydrique, froid ou thermique (Liu et al, 2022).
Par exemple, chez la plante modeéle Arabidopsis, I'analyse de la réponse a un stress
hydrique répété a permis de mettre en évidence que les génes « mémoire» sont enri-
chis dans la marque histone H3K4me3, caractéristique d’états transcriptionnels actifs,
et dans la forme phosphorylée de 'TARN polymérase II (Ser5P). Ce phénomene, encore
appelé «stalling»'®, permet une induction accélérée de ces génes lors d'un second
stress. Ces résultats démontrent l'existence d’un lien entre optimisation de la réponse
transcriptomique lors de stress répétés et modifications épigénétiques (Ding et al., 2012).

De méme, différentes études montrent une augmentation générale de la méthylation a
la suite d’une attaque pathogene, ou apres traitement avec un éliciteur. Cette augmen-
tation pourrait résulter d'un ralentissement général de l'expression des geénes et du
métabolisme, conséquence de l'infection par I'agent pathogéne. Lhyperméthylation de
I'ADN génomique est associée a la déméthylation des régions promotrices de genes de
résistance aux agents pathogenes, ou de transposons situés a proximité de ces génes, et
a l'activation des genes concernés. L'importance de la méthylation de TADN est aussi
attestée par les différences de sensibilité aux attaques pathogenes de mutants affectés
dans 'homéostasie de 'ADN (metl; ddc, drm1 drm2 cmt3; ros 1, repressor of silencing 1)
comparée au controle sauvage. Les mutants d’Arabidopsis, affectés soit dans la (dé)
méthylation, soit dans l'acétylation/désacétylation des histones, présentent une sensibi-
lité accrue a l'infection par différents agents pathogenes tels que Pseudomonas syringae.
La modification des marques histones au niveau de génes participant a la défense des
plantes a été observée en réponse a des attaques par des agents pathogénes ou aprés un
pré-traitement d’Arabidopsis avec un éliciteur de défense (Joseph et Shah, 2022).

16. Alors que le «priming» est un phénomeéne global impliquant une combinaison de processus molécu-
laires, hormonaux et métaboliques chez les plantes (décrits dans la figure 10.4), le «stalling», lui, décrit un
mécanisme moléculaire particulier essentiellement associé aux «genes mémoire» et a la régulation de leur
transcription. Le «stalling» est un des processus impliqués dans le phénomene du « priming» chez les plantes.
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Mémoires épigénétiques et santé des plantes

Dans ce contexte, il a été suggéré que les HPTMs soient les principales marques impli-
quées dans la mémoire a court/moyen terme des stress, tandis que la méthylation de
I'ADN, plus stable, participerait plutot a la mémoire a long terme (Pastor et al., 2013).
Cette derniere pourrait éventuellement étre transmise aux générations suivantes,
contribuant ainsi a l'acclimatation trans- et intergénérationnelle des plantes.

» Mémoire épigénétique inter-transgénérationelle des stress :
conséquences pour la santé des plantes

Mémoire inter et/ou transgénérationnelle des stress
et reproduction sexuée

S'il est communément admis que les marques épigénétiques peuvent étre transmises
de fagon stable par reproduction sexuée au fil des générations, I'importance des méca-
nismes épigénétiques dans la mémoire inter et/ou transgénérationnelle des stress fait
encore débat (Quadrana et Colot, 2016).

En effet, pour qu'une information épigénétique générée au cours de la vie d'une plante
puisse étre transmise par reproduction sexuée a la génération suivante, plusieurs
conditions doivent étre remplies :

— l'information épigénétique recue par la plante au cours de son développement doit
étre mémorisée au niveau des cellules du méristéme apical caulinaire. Cette condi-
tion est nécessaire tant pour la mémoire somatique (cas de la vernalisation) que pour
la transmission entre générations d’'une information épigénétique. En effet, chez les
plantes, la définition des lignées germinales se fait de fagon tardive, lors de la forma-
tion de la fleur, les cellules a l'origine des gamétophytes, et donc des gameétes, dérivant
directement des cellules du méristéeme apical caulinaire;

— lors de la formation des gamétophytes maéles et femelles, les cellules subissent
la méiose, ce qui provoque une réorganisation chromatinienne potentiellement a
l'origine d’une perte d'information épigénétique;

— la formation des gamétes entraine une modification de l'information épigénétique,
car les plantes possedent des mécanismes qui limitent la transmission d’'information
épigénétique non désirée. En effet, d'une part, les protéines MOM1 et DDM1 limitent
la transmission de I'information épigénétique parentale par le gamete femelle (Iwasaki
et Paszkowski, 2014). D’autre part, les mécanismes de (dé)méthylation permettent
de reprogrammer la méthylation dans le gamete male. Cependant, il nexiste pas
comme chez les animaux d’élimination globale de la méthylation de 'TADN lors de la
reproduction (voir pour une revue récente Ono et Kinoshita, 2021).

Lexistence d’'une transmission inter-transgénérationnelle d’information épigéné-
tique a cependant été démontrée lors de la création de populations epiRIL (epigenetic
recombinant inbred lines; lignées épigénétiques recombinantes; voir chapitre9) chez
Arabidopsis (voir paragraphe «Diversité épigénétique et amélioration des plantes
cultivées ») et est aussi démontrée par l'existence d’épialleles stables chez les plantes
(Catoni et Cortijo, 2018). La transmission d'informations épigénétiques générées par
les stress a également été démontrée chez Arabidopsis pour différents stress abiotiques
incluant les stress UV, osmotique ou hydrique, ou encore aprés un voyage spatial, mais
aussi chez le riz apres exposition aux métaux lourds ou a un stress hydrique, mais
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sur une seule génération (transmission intergénérationelle). Le gaméte femelle joue
un role essentiel dans la transmission de cette information (Wibowo et al., 2016).
En revanche, il nexiste pas a ce jour de démonstration d'une transmission trans-
générationnelle (plusieurs générations) de I'information épigénétique générée par une
situation de stress (voir pour revue récente Gallusci et al., 2022).

En conséquence, si les conditions de croissance parentales peuvent influencer le
comportement de la population obtenue en premiére génération, en absence de stress
dans la génération suivante cette information ne semble pas conservée. Ceci montre
la capacité des plantes a «oublier » une information qui ne semble plus nécessaire. En
matiere d’application, il parait nécessaire d’ «éliciter» les plantes a chaque génération
et de fagon réguliere pour maintenir une forme de mémoire.

Mémoire épigénétique des stress et multiplication végétative

Chez les végétaux a propagation non sexuée, la descendance est générée a partir des
plantes parentales sans méiose ni fécondation. Dans cette situation, l'information
épigénétique peut étre transmise a la descendance par les cellules situées dans les
méristémes ou bien par apomixie (forme de multiplication asexuée, sans fécondation
ni méiose, qui permet la formation de la graine a partir des cellules de I'appareil repro-
ducteur). Il en est de méme lorsque ce mode de propagation est utilisé en agriculture
ou en agroforesterie, comme chez la pomme de terre (tubercule), les arbres fruitiers,
la vigne ou encore le peuplier (boutures).

La capacité a transmettre une information épigénétique par multiplication végétative
(reproduction non sexuée des plantes effectuée a partir d'un organe de type feuille,
tige ou bourgeon) a initialement été montrée lors de la régénération par organogenése
(obtention d’'un organe, tige ou racine, directement a partir d’'un fragment d'organe, ou
a partir d'un amas de cellules non différenciées appelé « cals ») de plantes d’Arabidopsis
in vitro. Ce processus implique une dédifférenciation cellulaire suivie d'une repro-
grammation des cellules afin de former les axes caulinaires et racinaires. Une partie des
empreintes épigénétiques de l'organe d'origine est conservée et influence le phénotype
des plantes nouvellement générées (Wibowo et al., 2018). Ceci démontre clairement &
la fois la transmission d’informations épigénétiques parentales et leur influence sur le
développement de la plante.

De facon similaire, l'existence d’une transmission de marques épigénétiques induites
par les stress a été démontrée chez le tréfle blanc, le pissenlit ou encore le peuplier, bien
que les modalités de reproduction non sexuée different entres ces plantes (Yang et Kim,
2016). Par exemple, des boutures, collectées a partir de peupliers de Lombardie ayant
poussé dans des environnements différents, ont été mises en culture dans un méme
lieu afin de comparer leur phénologie et leurs parametres épigénétiques. Les marques
épigénétiques parentales sont retrouvées dans les boutures, confirmant une transmis-
sion de l'information épigénétique parentale (Vanden Broeck et al., 2018). De la méme
maniére, 'analyse des profils de méthylation de feuilles de vigne de clones cultivés dans
différents vignobles argentins montre une influence plus marquée de l'origine clonale
des plantes que de leur environnement (Varela et al., 2021). Ces travaux suggérent bien
l'existence d’'une transmission d’'information épigénétique au cours de la multiplication
des plantes, reflétant le contexte de croissance des plantes parentales, bien que leur
influence sur le phénotype de la descendance n’ait pas été déterminée.
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A linverse, d’autres études suggérent que cette transmission est soit limitée, soit
progressivement remplacée du fait des nouvelles conditions de croissance de la
descendance. Par exemple, I'étude des profils de méthylation de vignes prélevées a
travers différentes régions australiennes montre que ceux-ci varient en fonction de
I'emplacement géographique et des modes de gestion des vignobles, suggérant que
l'environnement de la plante en fagonne le méthylome (Xie et al., 2017).

En conclusion, le paysage épigénétique de plantes obtenues par reproduction non
sexuée semble étre le résultat non seulement de l'origine parentale des plantes, mais
aussi de l'environnement dans lequel elles se développent.

» Diversité épigénétique et amélioration des plantes cultivées

L'amélioration génétique des plantes prend tout son sens dans le cas des plantes ayant
une diversité génétique importante et un temps de génération assez court. Elle est
beaucoup plus complexe a mettre en ceuvre chez les plantes dont le temps de géné-
ration est long et/ou pour lesquelles le greffage et/ou la propagation clonale jouent
un role important. Dans ce dernier cas, la diversité phénotypique observée n'est pas
uniquement d'origine génétique. En effet, les mutations restent souvent a l'état hétéro-
zygote et silencieux, sauf cas particulier (mutation dominante, mutations successives
sur les deux alleles). La variabilité épigénétique pourrait alors, chez de telles plantes,
jouer un role essentiel dans la formation de la diversité phénotypique. Par exemple, la
diversité clonale de Vitis vinifera (cv Malbec) a récemment été associée a des change-
ments de méthylation, illustrant par ailleurs 'importance des marqueurs épigénétiques
dans la diversité intravariétale (Varela et al., 2021).

Lanalyse du role de la variabilité épigénétique sur la définition des phénotypes et son
utilisation éventuelle pour améliorer la santé des plantes sont cependant complexes.
En effet, dans de trés nombreux cas, les variations épigénétiques sont associées a
des variations génétiques et leurs contributions respectives se superposent (voir par
exemple Quadrana et Colot, 2016). Cependant, les études réalisées ces dernieres
années sur Arabidopsis ont démontré que la variabilité phénotypique, incluant
la tolérance aux stress, est en partie définie par des parameétres épigénétiques.
Ces conclusions s’appuient sur l'utilisation de lignées qui différent essentiellement
par leur information épigénétique, les epiRIL (figure 10.5A). Les lignées epiRIL
d’Arabidopsis ont été générées en croisant une plante sauvage avec une plante de
méme génome, mais portant une mutation sur le géne codant soit pour la protéine
MET], soit pour decrease in DNA methylation (DDM1). Les hybrides obtenus en
premiere génération (F1) ont des génomes identiques au génome parental, mais
des épigénomes hybrides, puisqu’ils recoivent un épigénome de type sauvage, et un
épigénome hypométhylé provenant du parent muté. Apres rétrocroisement et/ou
autofécondation sur au moins 7 générations pour fixer les variations épigénétiques,
les lignées avec des différences épigénétiques stables sur un méme fond génétique
sont générées. Ces lignées peuvent alors étre utilisées pour analyser les consé-
quences phénotypiques de la diversité épigénétique générée. Ainsi, les travaux sur
ces deux populations epiRIL montrent que les plantes présentent de nombreuses
variations phénotypiques pour lesquelles des epiQTL ont été déterminés (forme des
feuilles, moment de floraison, taille des plantes; Catoni et Cortijo, 2018). La popu-
lation epiRIL dérivée du mutant met1 a aussi été testée pour la tolérance a différents
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Figure 10.5. Recherche d'association entre variations épigénétiques et différences phénotypiques
dans différents types de populations de plantes.

La recherche par association d’'un lien entre un caractére phénotypique et des variations épigénétiques
peut se faire de différentes maniéres, en fonction du type de population utilisé. A. La recherche
d’epiQTL (epigenetic quantitative trait loci) permet d’identifier ce lien au sein de populations issues du
croisement de parents ayant des caractéristiques phénotypiques et épigénétiques distinctes. L'analyse
conjointe de la ségrégation des lignées produites et de leur épigénome permet d’identifier des epiQTL,
et potentiellement des épialleles. B. LEWAS (epigenome-wide association study) permet de mettre en
évidence une corrélation entre variations épigénétiques et caractéristiques phénotypiques quantitatives
au sein d'une population non structurée, composée de plantes portant des épialleles générés de facon
aléatoire. Cette méthode a notamment permis d’identifier I'épialléle responsable du phénotype « mantelé »
du fruit du palmier a huile (Ong-Abdullah et al., 2015).

stress, par exemple le stress salin, et montre une plus grande amplitude de réponse
que les populations parentales. Plus récemment, l'analyse de la population epiRIL
dérivée du mutant ddml montre que des régions hypométhylées localisées dans les
régions péricentromériques des chromosomes conferent a Arabidopdis une résis-
tance quantitative a Hyaloperonospora arabidopsidis. Bien que les mécanismes ne
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soient pas encore décrits, il semble que certaines epiRIL sont pré-acclimatées au
stress, ce qui permet d’activer les génes de résistance plus rapidement, induisant de
fait une réponse précoce a l'infection (Furci et al., 2019).

En revanche, cette approche reste longue a mettre en ceuvre, et n'est pas applicable
a toutes les plantes d'intérét agronomique. En effet, une population epiRIL reste
complexe a obtenir pour la plupart des plantes cultivées, pour lesquelles la généra-
tion de mutants affectés dans 'homéostasie de la méthylation de '’ADN ne semble pas
toujours possible. Elle ne peut pas étre développée sur les plantes pérennes comme
la vigne, ou les arbres fruitiers, pour lesquels les temps de génération sont longs
(plusieurs années dans de nombreux cas). La génération de variant(s) épigénétique(s)
reste cependant envisageable en utilisant des approches alternatives qui permettent
de générer des épialleles de facon aléatoire. De telles approches incluent le traitement
d’explants cultivés in vitro en présence d’agents inhibant la méthylation (5 azacyti-
dine, zébularine), ou l'utilisation de contraintes environnementales pour générer de la
variabilité épigénétique. Comme les populations générées par de telles approches sont
non structurées et la génération d’épialleles aléatoire, il n'est pas possible de recher-
cher des epiQTL par approche dépigénétique quantitative (Catoni et Cortijo, 2018), et
l'analyse des effets de ces variations épigénétiques sur le phénotype des plantes néces-
site l'utilisation d’approches particuliéres. Le développement de 'EWAS (epigenomic
wide association study; figure 10.5B) répond a cet objectif (Rakyan et al., 2011).

» Conclusion

La capacité des plantes a se souvenir des événements passés et a réutiliser cette infor-
mation ouvre des perspectives particulierement prometteuses pour l'adaptation des
cultures aux enjeux climatiques. Il devient en effet envisageable de «préparer» les
plantes a un environnement stressant, sans qu'il soit nécessaire de mettre en place des
stratégies d’'amélioration génétique, souvent longues et colteuses, mais en sappuyant
sur la diversité épigénétique et la mémoire quelle porte. La figure 10.6 résume
différentes approches qui peuvent étre utilisées pour atteindre cet objectif.

Une premiere stratégie consiste a préparer les plantes a mieux répondre aux stress en
les acclimatant soit en appliquant des stress ménagés, soit par traitement a l'aide de
molécules chimiques utilisées comme éliciteurs. Ces traitements peuvent étre effectués
au niveau des graines (seed priming) ou de la plante, et utilisent la mémoire somatique
des plantes afin doptimiser leur réponse a des stress ultérieurs (voir par exemple Nair
et al., 2022). Leur utilisation reste cependant encore limitée, car les mécanismes qui
sous-tendent la réponse aux stress induite suite aux mécanismes d’acclimatation des
plantes sont souvent encore mal compris, et leur reproductibilité est variable. Pourtant,
leur utilisation associée a l'agriculture de précision pourrait permettre d’améliorer les
performances au champ. De fagon générale, il existe dans les populations naturelles de
plantes une variabilité épigénétique souvent mal caractérisée, méme si des épialléles
naturels ont été décrits (Catoni et Cortijo, 2018). Cette variabilité, qui traduit les diffé-
rences d’environnement des plantes, est difficile a exploiter car souvent associée a des
différences de la séquence d’ADN. Il est donc difficile de déterminer I'impact réel des
différences d’état épigénétique sur le phénotype des plantes. Lorsque des plantes géné-
tiquement distantes sont croisées, comme souvent dans les stratégies d'amélioration
génétique des plantes, cela génere un choc génomique potentiellement a l'origine de
variations épigénétiques, et donc d'une diversité épigénétique dans la descendance.
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Figure 10.6. Recherche et création de variabilité génétique : un nouveau moyen pour améliorer
la santé des plantes.

I existe cependant de nombreuses stratégies permettant de générer des épialléles
stables afin de modifier des caracteres d'intérét agronomique, en particulier en lien
avec la tolérance des plantes aux stress. Parmi celles-ci, la création de populations
de type epiRIL semble un objectif difficile a atteindre pour de nombreuses plantes
cultivées, soit parce que les temps de génération sont longs, soit parce que les mutants
nécessaires pour générer des épigénomes modifiés sont difficilement viables et/ou
stériles. Malgré cela, il s’agit d'une stratégie intéressante qui mériterait d'étre testée chez
certaines plantes cultivées, au regard des résultats obtenus chez Arabidopsis, indiquant
que certaines epiRIL obtenues sont pré-acclimatée a certains stress (Furci et al., 2019).
Cependant, d’autres stratégies sont susceptibles de donner des résultats comparables.
Par exemple, le traitement de plantules ou de jeunes explants avec des inhibiteurs de
la méthylation de 'TADN (zébularine ou aza-cytidine) pourrait permettre de générer
des épialleles de facon aléatoire sur le génome. En générant des populations de taille
suffisante et en recherchant les associations entre variations épigénétiques et phéno-
types par EWAS, il devrait aussi étre possible d'identifier des loci dont les différences
de statut épigénétique sont associées a une meilleure tolérance ou réponse des plantes
au stress. Lexistence d’'un dialogue épigénétique entre les partenaires de la greffe
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(Rubio et al., 2022) permet aussi d’envisager d’utiliser cette méthode pour générer de
nouveaux épialléles dans le greffon et/ou dans le porte-greffe. La greffe pourrait enfin
étre combinée avec la pré-acclimatation des plantes meéres aux stress, dans le but de
favoriser la formation de variations épigénétique conférant aux plantes une meilleure
tolérance a ces stress.

Il faut ajouter a ces stratégies non ciblées la possibilité de modifier localement le profil
épigénétique en développant des approches ciblées. La logique de ce type de stratégie
suppose d’avoir identifié un ou plusieurs loci dont le changement d’état épigénétique
pourrait étre associé a un caractere d’intérét. Différents travaux montrent la possibilité
d'utiliser des outils moléculaires (dCas9 ou d’autres plateformes) pour atteindre cet
objectif (Shin et al., 2022; voir chapitre 12). Cependant, de telles approches néces-
sitent de disposer d'un systéme de transformation/régénération performant, avec la
possibilité d’éliminer le transgene utilisé pour générer les épi-variations. Par ailleurs,
la culture in vitro peut générer des variations épigénétiques non controlées éventuel-
lement avec des effets déléteres sur le développement des plantes, comme dans le cas
du palmier a huile (Ong-Abdullah et al., 2015). Une autre possibilité serait d’adresser
spécifiquement la méthylation a l'aide du systeme RdDM a un locus spécifique pour
générer des épialleles hyperméthylés.

A Theure actuelle, l'utilisation de la mémoire des plantes pour améliorer les perfor-
mances des plantes cultivées au champ, en particulier en réponse aux stress et aux
agressions d’agents pathogenes, en est encore a ses débuts. 1l est nécessaire d’appro-
fondir la connaissance des mécanismes impliqués pour optimiser les traitements
permettant d’acclimater les plantes aux stress quelles subissent.
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Chapitre 11

Epigénétique chez les poissons d’élevage

AUDREY LAURENT, DELPHINE LALLIAS, LUCIE MARANDEL,
CATHERINE LABBE, PIERRE BOUDRY

Le terme « poisson » désigne les vertébrés aquatiques pourvus de branchies et de nageoires
locomotrices. Ce chapitre concerne les téléostéens : les poissons a nageoires rayonnées
qui regroupent la grande majorité des especes (plus de 30000 espéces recensées appar-
tenant & environ 40 ordres). Parmi ces espéces, certains poissons sont des modeles pour
la recherche (poisson zébre, médaka, etc.), d'autres sont d'importance économique
majeure, car leurs populations sont exploitées par la péche (thon, cabillaud, sardine, etc.)
ou domestiquées et élevées dans des piscicultures (carpe, truite, saumon, bar, daurade,
etc.). Les recherches visant & optimiser ces élevages ont généré de nombreuses connais-
sances sur I'importance de I'épigénétique sur leur développement, leur nutrition et leur
reproduction, et récemment sur la transmission de certaines informations environne-
mentales (nutrition, domestication) a leur descendance. L'histoire évolutive des poissons
explique en outre l'origine de leurs nombreux régulateurs épigénétiques.

» Des génomes dupliqués complexes a U'origine de nouveaux
régulateurs épigénétiques

Les téléostéens ont subi, au moment de leur radiation, une duplication complete
de leur génome. Certaines sous-familles, telles que celle des Cyprininae, ou méme
certains ordres, tels que celui des salmonidés, présentent eux-mémes une duplication
complete additionnelle de leur génome. Ces duplications completes de génomes ont
pour conséquence une duplication du matériel génétique avec une possibilité de perte
ou de conservation des loci ainsi dupliqués. Un tel événement de duplication complete
du génome fournit du matériel génétique supplémentaire a 'espéce et est associé a la
diversité phénotypique et aux innovations évolutives. Concernant les acteurs molécu-
laires épigénétiques, ces duplications compleétes du génome ont notamment entrainé
une duplication des génes codants pour les enzymes et les protéines impliquées dans
les processus de méthylation de 'ADN, de modification des marques d’histones, mais
aussi de biosynthese et de turn-over des ARN non codants (Best et al., 2018), ainsi que
des genes codant directement pour les ARN non codants.

Alasuite d'événements de duplication compléte du génome, les génes dupliqués conservés
dans le génome au cours de I'évolution peuvent avoir conservé I'intégralité des fonctions
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du geéne ancestral, n'avoir conservé qu'une partie de celles-ci (sous-fonctionnalisation)
ou présenter une ou des nouvelles fonctions par rapport au géne ancestral (néofonc-
tionnalisation). Du fait de la grande diversité des téléostéens, I'évolution de ces génes est
diversifiée et complexe. Méme si, globalement, les domaines fonctionnels des protéines
impliquées dans les mécanismes épigénétiques sont conservés, le nombre de génes, les
événements de perte/duplication de génes et la longueur des protéines putatives varient
considérablement d'une espéce a l'autre. Ces événements peuvent engendrer des modi-
fications fonctionnelles parfois espece-spécifiques qui influent sur les différentes voies
de régulation épigénétique (Liu et al., 2020). Il a été par exemple récemment décou-
vert une nouvelle classe possible d’histones désacétylases, HDAC12, qui pourrait étre
spécifique aux téléostéens.

De la méme maniére, une étude portant sur l'histoire évolutive des génes codants pour
les ADN méthyltransférases chez les chordés a révélé que les téléostéens possédent
entre 5 et 8 génes codant pour Dnmt3, régulés de manieére différentielle au cours de la
gamétogenese et de 'embryogeneése chez les Salmonidés. Ces derniers génes présentent
aussi des profils d'expression différents chez les salmonidés et le poisson zebre lors de
variations de température, suggérant des différences de fonctions. Les génes codant
pour les ARN non codants sont également régulés par des mécanismes épigénétiques.
Méme si ceux-ci ne sont que peu étudiés chez les téléostéens, il est aisé d'imaginer
que la duplication de ces génes a une influence directe sur les mécanismes de régula-
tion induits par les ARN non codants (notamment sur la quantité d’ARN non codants
transcrite en fonction de l'environnement). Lexploration de la fonction de ces geénes
dupliqués en est a ses balbutiements, mais permettra, une fois réalisée, de discriminer
la contribution relative des outils épigénétiques « généraux» des mécanismes espece-
spécifiques permis par ces duplications complétes du génome chez les téléostéens.

» Originalité du support génétique du méthylome
chez les téléostéens

Les téléostéens se différencient des mammiféres par les caractéristiques de leur méthy-
lome, et notamment par la fréquence des CpG, le niveau de méthylation globale et la
notion d’ilots CpG. Le pourcentage de bases G + C (%GC) est sensiblement différent de
celui retrouvé dans le génome des mammiféres (entre 39 % et 49 % selon les familles chez
les téléostéens, contre 39 % en moyenne chez les mammiféres), et le palindrome CpG est
plus fréquemment retrouvé dans le génome des téléostéens que dans celui des mammi-
feres. De plus, la méthylation de I'ensemble des cytosines du génome (5mC, incluant
les méthylations CpG et non-CpQ) a été identifiée comme deux fois plus importante
en moyenne chez les téléostéens que chez les mammiferes. Le statut poikilotherme des
téléostéens pourrait en étre la raison principale, puisqu'une corrélation inverse entre
la température interne de 'animal et le niveau de 5mC a été établie, mettant en avant
une plus grande propension a la mutation de cette marque a haute température, et ceci
méme a niveau constant de %GC. Cette corrélation semble cependant indépendante
de la distance phylogénétique chez les téléostéens. Enfin, il semble que les téléos-
téens présentent un niveau de méthylation plus important dans les régions géniques
que dans les régions intergéniques, avec, comme chez les mammiferes, une réduction
de la méthylation autour des sites de démarrage de la transcription. La notion d’ilot
CpG n'est en revanche pas conservée chez les téléostéens, car la définition statistique

164



Epigénétique chez les poissons d’élevage

qui en est faite chez les mammiféres ne semble pas adaptée a la grande diversité des
génomes des téléostéens, qui different notamment par leur taille et leur composition
en bases ATGC : la définition des ilots CpG dans la littérature repose sur la longueur
de la séquence considérée, le pourcentage de C + G et la fréquence des sites CpG. De
plus, au sein méme des téléostéens, la taille du génome différe grandement. Cepen-
dant, comme chez les mammiferes, les régions proximales des génes présentent un plus
faible niveau de méthylation que les autres régions du génome, suggérant que le patron
de méthylation est globalement conservé.

» Mécanismes épigénétiques et modulation des réponses
physiologiques intragénérationnelles

La plasticité phénotypique, définie comme la capacité d’'un organisme vivant porteur
d’'un génotype donné a faire varier son phénotype selon l'environnement, est une
composante clé pour faire face a des changements environnementaux. Les méca-
nismes épigénétiques sont en particulier impliqués dans la persistance a moyen ou a
long terme d’effets physiologiques résultant d‘événements survenus antérieurement.
Ces mécanismes sont ainsi mis en jeu dans la réponse d’un organisme a des change-
ments de son environnement, et les jeunes stades de vie sont particulierement sensibles
a ces événements. Ces marques épigénétiques peuvent étre modifiées par des stimuli
environnementaux, réguler 'expression des genes a I'échelle du génome et moduler les
phénotypes. L'épigénétique intragénérationnelle correspond ainsi aux modifications
épigénétiques ayant lieu pendant le développement ou au cours de la vie d'un individu
en réponse a des stimuli environnementaux abiotiques (hypoxie, température, sali-
nité, nutrition, contaminants) ou biotiques (interactions sociales, pathogeénes) dans la
modulation des réponses physiologiques des poissons téléostéens.

Des lignées isogéniques pour étudier les interactions
entre génétique, épigénétique et environnement

Comprendre comment des poissons porteurs de différents génotypes peuvent mettre en
place différents mécanismes épigénétiques en réponse a un stimulus environnemental,
et ainsi moduler a plus ou moins grande échelle leur phénotype, nécessite de pouvoir
étudier indépendamment les variations génétiques et les variations épigénétiques. Peu
d’études chez les poissons ont pu le faire, en se reposant sur des modeles détudes
particuliers de poissons asexués, tels que le poisson clonal Chrosomus eos-neogaeus
(Cyprinidés) ou un poisson hermaphrodite s'autofécondant naturellement, la fondule
(Kryptolebias marmoratus).

Dans ce contexte d’étude des interactions génétique x épigénétique x environnement,
les lignées isogéniques de truite arc-en-ciel (Quillet ez al., 2007) constituent un maté-
riel biologique remarquable. Au sein de chaque lignée, les individus sont homozygotes
a tous les loci et génétiquement identiques entre eux. Ces lignées permettent donc
de comparer a la fois les marques épigénétiques établies en réponse a un stimulus
environnemental au sein de chaque lignée (c’est-a-dire a génotype constant), mais
aussi entre lignées (c’est-a-dire de savoir si les marques établies dépendent du fond
génétique). Elles sont produites par gynogenese en deux générations (figure 11.1).
Actuellement, 19 lignées isogéniques de truite arc-en-ciel sont maintenues a INRAE

par simples croisements frére-sceur.
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Irradiation sperme % : %—I

1 génération : l - Choc tardif l <
gynogenése mitotique (température, pression)

Poissons homozygotes
mais tous différents
-3

2¢ génération : Choc précoce
gynogenéese méiotique (température, pression)

‘ Lignée isogénique L1 ‘ | Lignée isogénique L2 ‘

Figure 11.1. Production des lignées isogéniques de truite arc-en-ciel par deux générations de
gynogenese (© Dupont-Nivet).

En 1' génération, des femelles standards sont reproduites par gynogenése mitotique : un choc de
température ou de pression inhibe la premiére mitose embryonnaire pour restaurer la diploidie, aboutissant
a une population d’haploides doublés : des poissons homozygotes mais tous différents. En 2¢ génération,
les femelles haploides doublées produites en 1™ génération sont reproduites par gynogenése méiotique :
un choc de température ou de pression inhibe la deuxieéme disjonction méiotique par rétention du second
globule polaire. Chaque femelle double haploide de 1" génération produit ainsi des centaines d’'ceufs tous
identiques et homozygotes, aboutissant a des centaines de truites génétiquement identiques.

Il existe une forte variabilité entre lignées pour de nombreux caractéres : croissance,
forme et couleur du corps, résistance aux maladies, reproduction, comportement,
réponse au stress, etc. Ces lignées sont un outil puissant en recherche, en permettant
la disponibilité du méme fond génétique dans le temps et l'espace (standardisation
des recherches), et ainsi la possibilité de mener des recherches a différents niveaux
(cellule, tissu, animal entier) pour un fond génétique donné. Elles ont servi notamment
au développement d'outils génomiques et a I'étude des bases moléculaires de carac-
teres complexes : la résistance aux maladies, la capacité a utiliser l'aliment végétal,
la thermotolérance, la réponse au stress, le comportement ou la qualité de la chair.

Impact de la température précoce sur la réponse a un stress aigu

de température

Les poissons étant poikilothermes, le réchauffement global est susceptible d’affecter
'élevage des poissons d’eau froide, ou d'une facon générale les espéces qui vivent a des

températures proches de leur limite thermique physiologique. La truite arc-en-ciel,
bien que capable de survivre a des températures de 25°C, peut sérieusement subir les
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vagues de chaleur, avec réduction de croissance et augmentation des épisodes infec-
tieux et de mortalité. Il est donc important d’étudier la capacité des truites a sadapter a
des températures plus élevées et/ou fluctuantes, ainsi que les mécanismes moléculaires
sous-jacents. De plus, de nombreuses études ont montré I'impact de la température
pendant le développement embryonnaire sur la croissance, le développement du
muscle et le métabolisme intermédiaire. De maniere tres intéressante, il a été montré
que la capacité d’acclimatation thermique peut étre modifiée par la température subie
pendant le développement précoce chez le poisson zébre. Plusieurs études ont par
ailleurs montré que la température pendant le développement embryonnaire pouvait
modifier la méthylation de 'ADN a léchelle du génome chez I'épinoche et modifier
l'expression des ADN méthyltransférases (dnmt3) chez le poisson zébre.

Certaines lignées isogéniques de truite arc-en-ciel ont été caractérisées pour leur réponse
a la température, avec la mise en évidence de lignées sensibles, résistantes ou inter-
médiaires a la température. Ces lignées ont été utilisées pour répondre aux questions
suivantes : le régime thermique appliqué pendant les phases précoces du développement
entraine-t-il des modifications des patrons de méthylation de 'ADN, et ces modifica-
tions dépendent-elles du fond génétique ? Le régime thermique précoce influe-t-il sur la
réponse a un stress ultérieur ? Pour 8 lignées isogéniques, la moitié des ceufs embryonnés
a été incubée a température standard (11°C), l'autre moitié a température chaude
(16°C). Des chocs thermiques aigus ont ensuite été effectués sur les juvéniles de 4 mois
pour étudier l'effet de l'exposition précoce a des températures élevées sur la réponse a un
stress de température ultérieur. Tout d’'abord, il a été montré, par PCR quantitative a la
fin de la période d'incubation (stade ceuf embryonné avant I'éclosion), que 'expression
des dnmt3 n'était que modérément modulée par la température d’incubation et que cette
modulation dépendrait du fond génétique (Lallias et al., 2021).

Ensuite, les patrons de méthylation de 'ADN en réponse a la température d’'incuba-
tion (11°C vs 16°C) ont été analysés a la fin de la période d’'incubation (Lallias et al.,
2021). Une analyse globale de la méthylation de TADN (approche LUMA, Luminome-
tric Methylation Assay) a tout d’'abord été choisie. Une analyse plus fine des patrons
de méthylation de TADN a l'échelle du génome a ensuite été réalisée par une nouvelle
méthode, EpiRADseq, initialement développée chez un organisme clonal : la daphnie.
Cette approche est fondée sur une double digestion enzymatique de TADN (I'une des
deux enzymes de restriction étant sensible a la méthylation de 'TADN), puis sur un
séquencage des fragments générés autour des sites de restriction, aboutissant apres des
analyses bio-informatiques a un tableau de comptage (nombre de lectures par locus et
par échantillon). Un nombre de lectures différent entre échantillons reflete indirecte-
ment un pourcentage de méthylation différent au locus donné. Lanalyse au LUMA n’a
révélé aucun impact de la température d’incubation sur le niveau global de méthyla-
tion. Selon les lignées, entre 72263 et 83494 loci EpiRADseq, bien répartis sur tous les
chromosomes, ont été analysés, représentant environ 1% du génome de la truite.

Une analyse différentielle a ensuite été effectuée lignée par lignée sur un nombre
de loci EpiRADseq variant entre 51668 et 55607 apres un filtre sur I'abondance des
lectures; 409 loci ont été identifiés comme différentiellement méthylés entre les deux
températures d'incubation (11°C vs 16°C), dont 385 sur les 29 chromosomes de la
truite, démontrant que le régime thermique précoce peut affecter la méthylation
de 'ADN. Parmi ces 385 loci, 251 étaient situés dans ou a proximité (1 Kb) d'un ou
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plusieurs geénes. Les 268 geénes situés a proximité de ces 251 loci EpiRADseq étaient
impliqués dans des fonctions biologiques telles que la transduction de signal, le méta-
bolisme, le systéme endocrinien, le systéme immunitaire et la communauté cellulaire,
corroborant globalement les résultats d’études transcriptomiques en réponse a la
température. De plus, la modulation des patrons de méthylation de 'ADN par la
température précoce dépend du fond génétique. En effet, le nombre de loci différen-
tiellement méthylés varie fortement (19 a 155) entre lignées, et seuls 34 des 409 loci
étaient différentiellement méthylés dans au moins 2 lignées.

Enfin, les tests aigus de température effectués sur des juvéniles ont permis de
confirmer l'existence d'une variabilité génétique de la résistance a la température,
avec des lignées résistantes, sensibles ou intermédiaires. En revanche, globalement,
aucun effet de la température d’'incubation n'a pu étre mis en évidence sur la réponse
des lignées isogéniques de truite a un stress de température ultérieur (4 mois apres
l'exposition précoce).

En conclusion, cette étude a mis en évidence que la température pendant le dévelop-
pement embryonnaire pouvait moduler I'expression des dnmt3 et influer sur la mise
en place des patrons de méthylation de TADN. Lutilisation des lignées isogéniques de
truite arc-en-ciel a notamment permis de montrer que cette modulation des patrons de
méthylation de TADN par la température précoce semblait dépendre du fond génétique.
En revanche, a ce jour, 'implication des mécanismes épigénétiques dans les différences
de réponse a la température des lignées isogéniques de truite n’a pas pu étre démontrée.

Impact de la nutrition sur les marques épigénétiques
au cours de la vie du poisson

En aquaculture, la quantité et la qualité des aliments utilisés ont des effets directs sur
la croissance des poissons et sur la rentabilité des productions. La problématique en
aquaculture actuelle est focalisée sur la recherche du maintien des performances des
animaux, tout en diminuant le cotit de production, mais aussi I'empreinte écologique
de celle-ci. La recherche se concentre dans ce sens a diminuer ou remplacer l'apport
en matieres premieres cotteuses (telles les vitamines et les protéines issues de péches
minotiéres), par des ingrédients alternatifs, moins coliteux mais aussi plus durables
(principalement d'origine végétale comme les glucides), et a estimer les conséquences,
notamment épigénétiques, d'une telle substitution. L'alimentation, non seulement
en matiére de quantité que de qualité, si elle est déséquilibrée, peut étre a l'origine
de changements dans ’homéostasie métabolique et d'une mauvaise croissance, mais
aussi provoquer des maladies chroniques et une déficience immunitaire, augmentant
la susceptibilité des téléostéens aux maladies infectieuses.

Récemment, une nouvelle voie de recherche a vu le jour, épigénétique nutritionnelle,
pour chercher a expliquer le lien entre l'alimentation et ses impacts. Cette discipline
considére les mécanismes de régulation épigénétique comme connecteurs centraux
entre les nutriments ingérés et le controle de l'activité des voies du métabolisme inter-
médiaire de l'organisme. En effet, il est connu de longue date que certains nutriments
ou leurs métabolites sont impliqués en tant que cofacteurs des enzymes régissant les
mécanismes épigénétiques — comme l'a-cétoglutarate, un intermédiaire du cycle de
Krebs et cofacteur des enzymes Tet— (ten-eleven translocation) ou en tant que subs-
trat de celles-ci — comme la S-adénosylméthionine (SAM), intermédiaire du cycle
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du One-carbon et donneur de groupement méthyl dans les processus de méthylation
de I'ADN (par les DNA methyltransferases, Dnmt) ou des histones (par les histones
méthyltransférases, Hmt). Les modifications épigénétiques ainsi induites vont
conduire a l'expression de phénotypes transmissibles de maniere intragénérationnelle
(via les mitoses pendant la croissance), mais aussi intergénérationnelle (des parents
aux descendants via les méioses; voir section «Transmission intergénérationnelle
d’informations environnementales »), voire transgénérationnelle (des grands-parents
a la seconde génération F2) (Skjeerven et al., 2022).

Dans l'optique de tendre vers une aquaculture plus durable, la farine et 'huile de
poisson sont progressivement remplacées par des ingrédients alternatifs dans les
formulations. De forts taux de substitution ont cependant des effets néfastes sur la
survie, la croissance et l'efficacité alimentaire des poissons, et peuvent affecter leur
métabolisme. Le passage d'un aliment de type marin (a base d’huile et de farine de
poisson) a un aliment tout végétal requiert, entre autres, la réévaluation de la compo-
sition en acides aminés essentiels. En ce sens, la méthionine, un métabolite central
du métabolisme du carbone, et donc un donneur de groupement méthyl, a fait l'objet

‘études chez la truite, le saumon et le poisson zebre. Chez ces espéces, des variations
de méthylation de 'ADN sont corrélées au niveau de l'apport en méthionine dans
l'aliment (supplémentation ou déficit). De plus, apres un stimulus précoce déficient
en méthionine au 1¢ repas, une augmentation hépatique des marques épigénétiques
H3K36m3 et H3K4me3 est observée chez les juvéniles de truite.

Les glucides, en tant que source énergétique substituant une partie de l'apport en
protéines, ont aussi fait l'objet d’études approfondies. Ainsi, une augmentation de la
part de glucides dans l'aliment chez la truite arc-en-ciel juvénile induit des modifica-
tions hépatiques de la méthylation globale de TADN, mais aussi de l'acétylation et de
la méthylation globale des histones, effet qui n’a pas été retrouvé chez le tilapia, une
espece bonne utilisatrice des glucides. Des études réalisées sur des alevins de daurade
royale, sur le foie de poisson mandarin ou de truites arc-en-ciel ont également mis en
évidence des modifications globales des histones et de la méthylation de 'TADN dues a
différentes stratégies alimentaires larvaires et juvéniles d’utilisation d’aliments a base
d’ingrédients d'origine végétale.

Les lignées isogéniques de truite arc-en-ciel présentées ci-dessus ont également permis
de montrer l'existence d’une variabilité génétique pour la capacité a survivre et grandir
avec une alimentation exclusivement a base de végétaux. Il a également été montré
qu'une exposition précoce a 'aliment végétal améliore, par rapport aux lots témoins, la
croissance, I'ingéré et l'efficacité alimentaire des poissons nourris ultérieurement avec
ce méme aliment végétal. De plus, en étudiant trois lignées isogéniques (deux lignées
utilisant mieux l'aliment végétal que l'autre), plusieurs études visaient & comprendre
les mécanismes impliqués dans ces performances contrastées entre génotypes.

Dans une étude récente (Marandel et al., 2022), les auteurs ont testé I'implication des
modifications de la méthylation de TADN dans ces différences de performances entre
lignées isogéniques. Trois lignées aux performances contrastées avec l'aliment végétal
ont été produites, puis nourries ad libitum a partir de la premiére alimentation, soit
avec l'aliment marin soit avec 'aliment végétal. Apreés cing semaines, les lots nourris
avec l'aliment marin ont été divisés en deux, pour continuer a étre nourris ad libitum
avec l'aliment marin pendant six mois, ou recevoir une ration restreinte de l'aliment
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marin (ration reflétant celle consommée avec l'aliment végétal). Lutilisation de ces
trois lignées a ainsi permis, d’'une part, de comparer I'impact du régime alimentaire
sur les profils de méthylation et d’expression des génes codant pour les acteurs de la
méthylation/déméthylation de 'ADN; et, d’autre part, de tester si ces modifications
dépendent du fond génétique (c’est-a-dire de la lignée). Les résultats montrent que les
profils globaux de méthylation de 'ADN du foie sont modifiés par l'aliment végétal,
et que ces modifications dépendent du fond génétique. En effet, selon la lignée, cet
impact de l'aliment végétal semble di a la baisse de l'ingéré alimentaire, seul ou
combiné a un effet de la composition de l'aliment végétal. Enfin, l'expression des génes
impliqués dans les processus de méthylation/déméthylation de TADN a été modifiée
par le régime alimentaire, et pour certains de maniére lignée-spécifique.

Sensibilité des gonades et des gametes males
aux conditions environnementales

Un exemple phare chez les poissons a grande plasticité phénotypique est la réponse
des gonades en développement a des changements de température, avec pour consé-
quence une inversion sexuelle chez certaines especes. Il a été montré chez le bar que
l'augmentation de la température durant les soixante premiers jours de développement
induisait prés d'un an plus tard une augmentation de la méthylation du promoteur
d’un geéne responsable de la différenciation de la gonade femelle. Cette méthylation,
en conduisant a la répression locale de 'aromatase, est responsable de la différen-
ciation male des individus génétiquement femelles. Chez la sole asiatique, c’est une
déméthylation gonadique d’'un gene de la différenciation male (doublesex and mab-3
related transcription factor 1, dmrtl) qui médie l'effet masculinisant de la tempéra-
ture. Au-dela des tissus gonadiques, on peut supposer que les gamétes eux-mémes,
a l'instar des cellules de foie, de muscle ou de gonades, seraient eux aussi sensibles a
I'environnement auquel est exposé le géniteur.

Cette question est complexe a étudier et n'est abordée que dans un nombre restreint
de situations environnementales, notamment lors de l'exposition des poissons a des
xénobiotiques (revue par Lomboé et Herrdez, 2021, et non traité ici) ou sous leffet de
la captivité. La méthylation de TADN des spermatozoides de truites et de saumons a
ainsi été explorée, dans une perspective d’étude d'impact des piscicultures de repeuple-
ment ou de la domestication. Ces études ont démontré que la méthylation de '’ADN des
spermatozoides dans certaines régions du génome est affectée chez les truites mainte-
nues transitoirement en captivité a des stades jeunes. Cet effet précoce, bien avant la
production du sperme, indique une réceptivité des cellules germinales a des stades bien
antérieurs au produit final quest le spermatozoide. Plus directement, il a été montré
chez la truite qu'une élévation de la température d’élevage pendant la spermiogenése
(phase de la gamétogenése qui se déroule 'été) modifie également la méthylation de
certaines régions du génome du spermatozoide, les régions les plus significatives ayant
trait a la spermatogeneése et au métabolisme des lipides (Brionne et al., 2023).

La communauté scientifique commence aussi a s'intéresser a I'impact des biotechno-
logies de la reproduction (inductions hormonales, cryoconservation du sperme, etc.,
revues par Labbé et al., 2017), sans que des effets drastiques aient réellement pu étre
mis en évidence. La conservation en frais du sperme chez la carpe commune indui-
rait des variations sensibles de la méthylation de TADN des spermatozoides, mais
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les régions affectées dans le génome restent a caractériser. A 'heure actuelle, nous
n‘avons connaissance d’aucune étude concernant la réponse épigénétique des gameétes
femelles a l'environnement.

» Transmission intergénérationnelle d’informations
environnementales

Plusieurs études rapportent la transmission d’adaptations environnementales d’indi-
vidus parentaux (F0) aux générations suivantes chez les poissons. Bien que ces travaux
n‘abordent pas forcément la nature du vecteur de cette adaptation, ils illustrent parfai-
tement la transmission d’'une réponse environnementale et permettent de suggérer
fortement que les gameétes en sont le vecteur, et donc possiblement via des marques
épigénétiques. La transmission intergénérationnelle concerne des mécanismes assez
directs, puisqu’elle traite de la premiere génération issue de parents soumis aux
contraintes environnementales.

Transmission d’informations nutritionnelles

La nutrition des géniteurs a un effet considérable sur la reproduction et la qualité
de la descendance chez les téléostéens. Les aliments pour géniteurs n'ont été pour-
tant que peu modifiés, car l'investissement pour estimer leur efficacité est lourd en
matiere de temps (dépendant du cycle de reproduction, parfois long comme cest le
cas chez la truite ou le saumon) et de cott. Or un régime déséquilibré par rapport a
leurs besoins en micro- et en macronutriments peut étre coliteux et délétere pour la
croissance et la reproduction. Depuis peu, des recherches sattachent a réévaluer de
nouvelles formulations pour les géniteurs afin de répondre au mieux a leurs besoins
et aux nouvelles considérations économiques et environnementales de la production
aquacole décrites ci-avant. Ces études incluent logiquement l'évaluation des consé-
quences de ces changements alimentaires sur la descendance par l'application du
concept de programmation nutritionnelle. D’un point de vue mécanistique, la plupart,
voire toutes les études portent sur la méthylation de TADN.

Les descendants de géniteurs de poisson zébre nourris avec un régime a base
d’ingrédients d'origine végétale pauvre en micronutriments présentent par exemple
un phénotype proche de la stéatose hépatique incluant des changements de niveau de
méthylation de 'ADN au niveau de génes clés du métabolisme lipidique. Egalement,
chez la daurade royale, I'ajout d’huiles riches en acide a-linoléique au régime parental
modifie la méthylation de 'TADN au niveau de promoteurs hépatiques du métabo-
lisme lipidique. Un tel impact est vraisemblablement épigénétique, dans le sens de
l'apparition d'une réponse des descendants F1 a des contraintes environnementales
subies par leurs parents.

Chez la truite arc-en-ciel, plusieurs études ont été menées sur la transmission
d’informations nutritionnelles. L'une fait état que les descendants des génitrices de
truite arc-en-ciel nourries avec un régime déficient en méthionine pendant six mois
montrent, dans des alevins entiers, une altération de la méthylation de TADN au
niveau des promoteurs des geénes bnip3 (BCL2 interacting protein 3) marqueurs de
stress cellulaires. De méme, des régimes maternels enrichis en sélénium donnent lieu
a de nombreuses régions différentiellement méthylées, notamment au niveau de génes
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impliqués dans le métabolisme du One-carbon. Enfin, il a été montré récemment que
des géniteurs males et femelles nourris durant un cycle entier de reproduction avec un
régime riche en glucides transmettent des informations a leur descendance qui, au stade
alevin avant le 1** repas, présente une hypométhylation globale de TADN qui persiste
au niveau de leur foie au stade juvénile. Ce phénotype épigénétique semble donc fort
et répétable aussi bien en nutrition directe que de maniére intergénérationnelle.

Les gametes, vecteurs d’informations environnementales
a leurs descendants : quelle médiation épigénétique ?

Il est connu chez les poissons que l'ovule contient la majorité des composés qui
soutiendront le développement de 'embryon apres fécondation. Cela inclut notam-
ment les ARNm dits d'origine maternelle, car produits lors de la gamétogeneése
femelle, les mitochondries et leur ADN, et les réserves vitellines procurant un subs-
trat nourricier a 'lembryon et a 'alevin avant sa premiére alimentation. Cela souligne
le role prépondérant du gamete femelle dans la qualité du descendant, et rend diffi-
cile l'identification d’'une transmission épigénétique spécifique par l'ovocyte. Si le
role du spermatozoide a été pendant longtemps cantonné a la transmission de son
bagage génétique haploide, explorer si des informations de nature épigénétique sont
également transmises par le spermatozoide a l'embryon fait désormais l'objet de
nombreuses études chez les poissons.

Il a ainsi été proposé que, pour de nombreux génes, le profil de méthylation établi
dans le spermatozoide sert de guide a la mise en place du profil de méthylation
dans I'embryon d'un poisson modele, le poisson zébre, et quun profil altéré induit
des défauts de développement chez un autre animal modele, le xénope (revue par
Labbé et al., 2017). On sait de plus que I'embryon de poisson appose a son tour
des marques épigénétiques (histones) particuliéres sur son génome, marques qui
permettent de garder la mémoire du profil (méthylation de TADN) qui était présent
dans le spermatozoide (Murphy et al., 2018). Ces données ont permis de voir les
marques épigénétiques des gametes, notamment celles du spermatozoide, sous
un jour nouveau : elles ne sont pas uniquement la signature des remaniements
qui ont eu lieu lors de la gamétogeneése et qui visent a établir la mise sous silence
des génomes parentaux, elles jouent également un réle, apres fécondation, dans le
développement du descendant.

La principale difficulté dans la caractérisation du rdle des gametes lors d’'une transmis-
sion d'informations environnementales a la descendance est d’'en identifier les vecteurs
moléculaires : méthylation de 'ADN, modifications des histones gamétiques, ARN
non codants, interactions possibles entre ces vecteurs et avec la machinerie embryon-
naire. Une autre difficulté réside dans le tri des informations, pour discriminer si les
variations observées dans le gameéte sont les résidus de modifications du processus
gamétogénétique ou sont au contraire porteuses d’informations majeures pour la
descendance. La troisieéme difficulté réside dans la caractérisation du phénotype de
la descendance, sachant quon ne peut bien siir pas prédire a quel stade, dans quel
cadre et sur quel caractére la modification des gametes aura une influence. De plus,
on ne peut exclure que des systemes de réparation ou de stabilisation dans I'embryon
restaurent certaines des altérations épigénétiques des gametes, méme si ce processus
est encore trés peu étudié chez les poissons.
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Quelques études démontrent cependant une modification épigénétique des gametes
dans cette chaine entre environnement et descendance, et ce exclusivement sur le
spermatozoide. Au niveau du gamete femelle, I'instabilité des réserves ovocytaires vis-
a-vis de l'environnement complexifie en effet I'identification d’'un impact épigénétique
strict sur la descendance. Un exemple de transmission intergénérationnelle montre
que des saumons sauvages élevés en captivité pendant les deux ans qui précedent leur
maturation sexuelle présentent une méthylation de ’ADN modifiée dans leurs sperma-
tozoides par rapport a ceux capturés en riviére juste avant la collecte de leurs gamétes.
En parallele, des modifications de la méthylation de 'ADN sont trouvées dans le foie
des descendants F1, dont certains parametres morphologiques sont par ailleurs modi-
fiés (Wellband et al., 2021). Au niveau intergénérationnel, chez un poisson modéle,
le médaka, les spermatozoides de males de la génération F2 issus de grands-parents
soumis a un stress hypoxique présentent une hyperméthylation globale par rapport au
controle de la méme génération, et leur qualité est dégradée.

Ces observations sont complexes a valider, car tout biais génétique doit pouvoir étre
écarté, dou lintérét des lignées isogéniques. Quand cest le cas, elles permettent
de démontrer, d'une part, que le processus de gamétogenese n'efface pas toutes les
informations épigénétiques somatiques de l'animal, et, d’autre part, quau moment
de la fécondation, lors des remaniements épigénétiques majeurs subis par les cellules
embryonnaires, ces informations perdurent et modifient la performance des individus.

» Conclusion

Les poissons sont par nature profondément exposés a un environnement chan-
geant, ne serait-ce que du fait de variations de qualité de l'eau, sa température
et l'oxygeéne dissous selon les bassins versants et selon la saison. A ces facteurs
s’ajoutent les pratiques d’élevage et l'alimentation pour les poissons d’aquaculture.
De nombreuses études suggerent la contribution des régulateurs épigénétiques
dans le développement, la reproduction et la croissance des poissons. Pour ce qui
concerne la modulation, par des mécanismes épigénétiques, des réponses physio-
logiques intragénérationnelles a des stimuli environnementaux (température par
exemple) ou nutritionnels, les lignées isogéniques de truite arc-en-ciel constituent
un matériel biologique unique pour étudier ces interactions entre génétique, épigé-
nétique et environnement. Ces études ont ainsi pu montrer que les modifications
des patrons de méthylation de 'ADN semblaient dépendre du fond génétique.
De nouveaux travaux de recherche devront étre menés, en variant par exemple
la durée du stimulus de température, en étudiant de maniére plus fine les patrons
de méthylation de 'ADN, ou en étudiant la persistance dans le temps des patrons de
méthylation mis en place précocement.

L’étude de I'impact des nutriments sur les marques épigénétiques reste un défi diffi-
cile a relever, notamment du fait des variations de composition d’'un lot de matiére
premiére a l'autre, et plus particulierement lorsquon considére des matieres d'origine
végétale. Pour ce qui concerne la démonstration d’'une transmission épigénétique par
le biais des gametes, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires mis
en jeu dans l'établissement des marques épigénétiques a chacune des étapes clés de la
gamétogeneése permettra de mieux maitriser, d’'une part, le risque d’apparition et de
transmission d’'une altération d'origine environnementale et, d’autre part, l'exploitation
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la descendance. Cela nécessite l'identification de marqueurs épigénétiques spécifiques,
indicateurs de l'exposition de larves, juvéniles, géniteurs ou gameétes a différentes condi-
tions environnementales, et leurs éventuelles transmissions intergénérationnelles.
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Chapitre 12

Edition de I'épigénome

Davip UHOTE

Il convient de définir tout d’abord ce que l'on entend par «édition de I'épigénome ».
Comme vu dans les chapitres précédents, épigénome est un ensemble de marques
épigénétiques apposées sur le génome, spécifique a chaque type cellulaire. Néanmoins,
les cellules cancéreuses présentent souvent des modifications de leur épigénome
en comparaison aux cellules saines dont elles sont issues. Ces modifications leur
permettent d’acquérir de nouvelles caractéristiques, comme une capacité de proli-
fération incontrolée, I'échappement a la mort cellulaire ou au systéme immunitaire.
Ce type de modification de I'épigénome est appelé «épimutation». Il est possible, en
conditions de laboratoire, d'induire des épimutations en modifiant de facon contrélée
I'épigénome d’une cellule. Plusieurs techniques ont été développées : certaines molé-
cules («drogues») inhibent ou activent des enzymes ou des acteurs de la chromatine,
provoquant des bouleversements importants de 'épigénome. Par exemple, plusieurs
médicaments appelés « épidrogues » sont actuellement en développement dans le but
de corriger des épimutations impliquées dans certains cancers. Ce type d’approche
nest, par nature, pas spécifique : on peut, par exemple, inhiber l'enzyme chromati-
nienne P300 qui régule l'acétylation de l'histone 3 sur la lysine 27 (H3K27ac). Cette
inhibition conduira a des modifications de la répartition de la marque H3K27ac de
tout I'épigénome de la cellule traitée, et donc modifiera potentiellement l'expression
de trés nombreux geénes en plus de ceux que l'on souhaiterait cibler. Il nest donc pas
possible, avec une épidrogue, de modifier une marque donnée sur un géne ou un
ensemble de geénes choisis.

Comment pourrait-on donc modifier une marque particuliére sur une région choisie
du génome, autrement dit, comment pourrait-on éditer les caractéristiques épigéné-
tiques a un endroit déterminé du génome sans modification épigénétique du reste
de la séquence ADN? De multiples laboratoires de recherche ont inventé différentes
technologies regroupées sous le nom d’«édition de 'épigénome ».

Editer 'épigénome, cest venir ajouter ou retirer une marque épigénétique sur une
ou plusieurs régions régulatrices d'un géne pour en modifier l'expression, afin soit
détudier l'expression du gene soit de changer la fonction ou l'identité de la cellule.

I ne faut pas confondre édition de I'épigénome et édition du génome : I'édition du
génome consiste a induire des coupures de 'ADN a des endroits précis du génome afin
de provoquer l'apparition de mutations. On peut faire une analogie avec le mode de
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I'édition littéraire : si le génome était un livre, éditer le génome reviendrait & modifier
un mot (enlever une lettre, changer le mot), alors quéditer I'épigénome reviendrait a
changer la police de caractére (passer le mot en gras, en italique, etc.).

L'édition du génome ne sera pas traitée dans ce chapitre, bien quil s’agisse d'un
outil puissant de modification de I'information génétique qui peut aussi étre utilisé
pour modifier indirectement I'épigénome si l'on mute un enhancer, ou une séquence
cible d'une modification épigénétique. Pour ceux qui seraient intéressés, vous trou-
verez des informations ou des exemples d’édition du génome a la fin du chapitre
(Ballouhey et al., 2020; Beretta et al., 2020).

» Les outils de U'édition de U'épigénome

Si on souhaite mettre en italique un mot dans un texte, il faut d’abord retrouver le mot
dans le texte, puis avoir l'outil de modification en «Italique » installé dans son traitement
de texte. De la méme facon, afin de modifier précisément une marque épigénétique sur
une région régulatrice donnée, il faut d’abord pouvoir se rendre sur la région du génome
a modifier, puis avoir l'outil pour faire la modification épigénétique. Les outils dédition
de Iépigénome se scindent donc en deux modules : un module capable de reconnaitre
la région du génome a cibler (module de ciblage) et un module capable de modifier
I'épigénome (module effecteur) (figure 12.1A).

Concernant les modules de ciblage, il existe «naturellement» plusieurs classes de
protéines qui peuvent étre utilisées car elles sont capables de s’accrocher a 'TADN sur
une séquence particuliére. Il s’agit, par exemple, des facteurs de transcription, protéines
qui régulent l'expression des génes. Pour cibler (reconnaitre) un endroit précis du
génome, il suffit donc de reconnaitre la séquence ’ADN d'intérét (connaitre I'enchaine-
ment de A, de T, de C et de G) et de construire le module de ciblage qui reconnait cette
séquence. Dans une premiére partie, nous traiterons des modules de ciblage couram-
ment utilisés, puis, dans une seconde partie, nous aborderons les différents modules
effecteurs classiquement mis en ceuvre pour modifier Iépigénome.

Les modules de ciblage

On peut distinguer trois générations successives d'outils dédition du génome
utilisés aussi pour l'édition de I'épigénome : les ZFN (zinc finger nucleases), dont
les prémisses d’utilisation datent du milieu des années 1990, les TALEN (transcrip-
tion activator-like effector nucleases), disponibles depuis 2010, et enfin le systeme
CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-
associated 9), développé par Jennifer Doudna et Emmanuelle Charpentier en 2012,
récompensé par un prix Nobel de chimie en 2020. Ces trois outils reposent sur le
méme concept (figure 12.1) : la création d’'un facteur de transcription artificiel (qui
n'existe pas naturellement) programmable, couplé a une protéine effectrice. Cette
protéine chimere présente donc deux modules : un domaine de liaison 8 TADN que
l'on peut modifier a facon pour reconnaitre/cibler n'importe quelle séquence (ou
presque) du génome, et un module effecteur, par exemple une enzyme de modifica-
tion de la chromatine dans le cas de 'édition de I'épigénome. Ces trois outils ont été,
au départ, développés pour faire de I'édition du génome, puis ont été adaptés pour
faire de I'édition de I'épigénome.
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Module effecteur :

Module de ciblage : e P300
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Figure 12.1. Les différentes plateformes d’édition de épigénome.

(A) Structure des outils d’édition de I'épigénome. (B) Acétylation et désacétylation des histones. (C) CRISPRa
et CRISPi pour reprogrammer l'expression des génes.

A) Les outils d’édition de épigénome sont formés d’'un module de ciblage, se fixant 8 '’ADN et d'un module
effecteur, réalisant la modification épigénétique. B) Exemple doutils d’édition permettant soit l'ajout
(P300) soit le retrait (HDAC) de la marque H3K27ac, associée a l'activation des séquences régulatrice de
l'expression des génes. C) Loutil CRISPRa permet d’activer 'expression des génes en recrutant la machinerie
d’activation de la transcription sur le promoteur du géne cible, alors que 'outil CRISPRi, au contraire, inhibe
l'expression du gene cible en recrutant des complexe represseur.
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Ce qui différencie fondamentalement les trois outils d’édition de I'(épi)génome est la
facon dont le module de reconnaissance de TADN est créé :

— les ZF sont des assemblages complexes de protéines fabriquées a partir du domaine
de liaison a 'ADN des génes de la famille des zinc fingers, d'ott leur nom. Chacune des
sous-unités reconnait un triplet de bases (ATG ou TAA ou CGC, etc.) de TADN. Si
on souhaite cibler la séquence suivante : AAGTGCGAT, il faut donc assembler trois
sous-unités reconnaissant dans lordre les triplets AAG, TGC et GAT. Cependant,
l'assemblage répond a des regles complexes (certaines combinaisons ne fonctionnent
pas) et reste fastidieux, ce qui rend cet outil difficile a utiliser;

— les TALE sont quant a elles des assemblages de sous-unités issues des genes de
la famille des Transcription activator-like effectors de leubactérie Xanthomonas, un
agent pathogene des plantes. Chaque sous-unité reconnait une base ADN spécifique-
ment (A, T, C ou G), et leur assemblage répond a des régles simples. Du fait de la
relative simplicité de leur construction, les TALE sont les premiers outils d’édition
du génome qui ont été véritablement démocratisés dans la communauté scientifique.
Les TALE, comme les ZF, ont été initialement utilisés pour éditer le génome. Les
modules de ciblage ont été associés avec des nucléases, dotl le nom de ZFN ou de
TALEN (N = nucléase), comme l'enzyme FOKI, capable de couper I'ADN, et donc
d’induire des cassures chromosomiques. La réparation de 'ADN ainsi cassé conduit
ensuite a des mutations a l'endroit choisi;

— la derniere génération d'outils est le systeme CRISPR/Cas9. Celui-ci, modifié a
partir du systéeme de défense des bactéries contre les bactériophages, repose sur
un mécanisme différent des deux autres systémes : en effet, le facteur de transcrip-
tion programmable est une protéine bactérienne invariable, la protéine CAS9. Cette
protéine CAS9 utilise un petit ARN, appelé « ARN-guide » (ou ARNg), de séquence
complémentaire a la séquence ADN cible. CARNg, associé a la CAS9, s’hybride donc
avec '’ADN du génome au bon endroit. Pour cibler une région, il suffit donc de créer
un ou plusieurs ARNg. La protéine CAS9 «naturelle » présente une activité nucléa-
sique, cest-a-dire quelle coupe 'ADN cible, ce qui a été mis a profit initialement
pour éditer le génome. Afin de réaliser I'édition de épigénome, 'activité nucléasique
de la CAS9 n'est pas souhaitable, un mutant de cette protéine, dCas9 (pour dead
Cas9), a été identifié : dCas9 perd sa capacité a couper 'ADN, mais garde celle de se
lier a TADN. Le mutant peut ensuite étre fusionné a l'effecteur chromatinien désiré
pour éditer 'épigénome.

Si les TALE(N) sont encore souvent utilisées aujourd’hui pour éditer les génomes et
les épigénomes, cette technologie a trés rapidement été concurrencée par 'émergence
des CRISPR/dCas9. L'écrasante hégémonie de ce nouveau systéme ne repose quasi-
ment que sur la simplicité du systéme de ciblage ('ARNg) de la séquence génomique.
Un dernier avantage du systéme CRISPR/Cas9 est, comme nous le verrons plus tard,
la possibilité de « multiplexer», c’est-a-dire que l'on peut facilement cibler simulta-
nément un grand nombre de séquences génomiques en utilisant plusieurs ARNg en
méme temps (on parle de banque ’ARNg). Les banques de TALE(N) sont plus difficiles
et plus coliteuses a établir, ce qui limite les possibilités de multiplexage en TALE(N).

Dans la suite de ce chapitre, nous aborderons donc essentiellement l'apport du
systéme CRISPR/dCas9 dans Iédition de I'épigénome a partir d'exemples principale-
ment décrits sur des modeéles humains et murins. Ces approches d’édition ont aussi été
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déclinées de nombreuses fois, et avec succes, sur d’autres modéles comme la levure,
la drosophile ou les plantes comme Arabidopsis, le riz ou le tabac, pour n'en citer que
quelques-uns.

Les modules effecteurs

Redessiner acétylation des histones

Les séquences régulatrices actives, et notamment les enhancers, présentent des enri-
chissements importants en marque H3K27ac, souvent déposée par l'enzyme histone
acétyltransférase P300. Cest donc assez naturellement que des scientifiques ont
cherché a recruter artificiellement la protéine P300 sur des séquences régulatrices
dans le but de forcer l'acétylation des histones. L'idée est d’activer les séquences régu-
latrices et de faire en sorte que des génes jusqualors silencieux dans la cellule que
l'on veut modifier soient exprimés. En combinant la protéine de ciblage dCas9 avec la
partie active de la protéine P300, des chercheurs de Iéquipe de Charles Gersbach de
I'université Duke, en Caroline du Nord, ont ainsi créé un outil capable d'induire une
forte acétylation de I'histone H3, a la fois des promoteurs et des enhancers, et d'induire
efficacement l'expression des génes associés a ces séquences régulatrices (figure 12.1B)
(Hilton et al., 2015).

Inversement, afin déliminer les acétylations des histones, dCas9 a été fusionnée avec
différentes protéines HDAC (histones désacétylases), notamment les HDAC3 et 8. Cibler
une protéine de fusion dCas9-HDAC3 ou 8 sur une séquence régulatrice d'intérét permet
bien de réduire efficacement l'acétylation des histones sur cette séquence (figure 12.1B).
Cependant, la protéine HDAC3 a un role complexe et bivalent. En effet, en plus de son
role d'inhibiteur de la transcription par désacétylation d’histone, elle peut aussi jouer un
role d’activateur transcriptionnel pour certains génes dans certains contextes cellulaires,
indépendamment de sa fonction de désacétylase. De ce fait, la réduction d’acétylation
des histones par la protéine dCas9-HDAC3 ne saccompagne pas d’une inhibition de
l'expression génique, mais au contraire d’une faible augmentation! Lorsque l'on utilise
la protéine HDACS, pour laquelle seul le role d’'inhibiteur est connu, on observe une
réduction de l'acétylation des histones sur la séquence régulatrice ciblée, qui conduit
bien a une diminution de l'expression du géne associé.

Cet exemple démontre qu’il faut donc étre vigilant lors du choix de l'effecteur pour
éditer 1épigénome. Les protéines, et en particulier les enzymes de la chromatine,
jouent souvent de nombreux réles, qui peuvent étre parfois contradictoires (activa-
teur et inhibiteur). Ces différents roles sont souvent assurés par des parties distinctes
de la protéine, et une facon d’éviter les problemes revient souvent a ne prendre que le
domaine de la protéine qui assure la fonction d’intérét.

Pourquoi modifier le paysage épigénétique de l'acétylation des histones dans une cellule ?
On peut, par exemple, corriger une épimutation associée a une pathologie comme un
cancer. On peut aussi utiliser ces outils pour étudier la régulation de l'expression des
génes par l'acétylation des histones. Par exemple, en jouant avec les outils d’acétylation
et de désacétylation dCas9-P300 et dCas9-HDACS, il est possible d‘étudier la variation
de la régulation de l'expression d’'un géne. L'expression des génes est, en effet, dyna-
mique : elle change au cours du temps dans la méme cellule, en fonction de différentes
stimulations hormonales ou nerveuses, elles-mémes pouvant évoluer au cours du temps.
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Le géne FOS, par exemple, a une expression « pulsatile » dans les neurones, sous la forme
de petites périodes dexpression entrecoupées de périodes de silence. La durée de ces
périodes de silence est réduite quand le neurone est stimulé. Ceci se traduit par une plus
grande expression du gene. Des chercheurs du laboratoire d’Anne E. West de I'univer-
sité Duke ont utilisé les outils d’édition de l'acétylation des histones pour modifier cette
marque sur les enhancers du géne FOS et, ce faisant, ont réussi a modifier/reprogrammer
son profil dexpression (Chen ez al., 2019). Cette belle étude démontre ainsi l'importance
de la dynamique de l'acétylation des histones dans la régulation dynamique des genes.
Elle suggere, par ailleurs, que les outils dédition de I'épigénome pourraient étre utiles
pour moduler finement les profils complexes de I'expression des génes, notamment dans
les neurones, afin d’‘étudier leur role dans des phénotypes cognitifs ou comportementaux,
ce qui ouvre des perspectives de recherche passionnantes.

Editer la méthylation des CpG de 'ADN

L'une des marques épigénétiques les mieux étudiées est la méthylation des cyto-
sines dans les dinucléotides CpG de I'ADN, pour laquelle nous connaissons a la fois
la majeure partie des acteurs (méthylases et déméthylases) et la distribution épigé-
nomique dans un nombre croissant de types cellulaires. Comme présenté dans le
chapitre 2, la méthylation des CpG est une marque répressive de 'expression génique
chez les eucaryotes. Elle est déposée par les enzymes méthyltransférases (les DNMT),
impliquées notamment dans le maintien de la méthylation lors des divisions des
cellules. A linverse, la déméthylation des méthylcytosines fait intervenir plusieurs
étapes biochimiques, notamment une premiere modification de la méthylation par les
enzymes TET (ten-eleven translocation), qui oxydent le groupement méthyl, puis une
seconde étape assurée par l'enzyme thymine DNA glycosylase (TDG), qui convertit la
méthylcytosine oxydée en cytosine non méthylée.

Afin d’éditer la méthylation des Cp@G, des outils TALE et CRISPR ont donc été fusionnés
soit avec les domaines catalytiques des méthyltransférases, comme celui des enzymes
DNMT3A ou DNMT3B pour déposer de nouvelles méthylations, soit avec le domaine
catalytique de l'enzyme TET1 pour retirer localement les méthylations présentes. Si
ces outils sont les plus utilisés actuellement, on peut noter que d’autres constructions
sont disponibles pour éditer la méthylation de '’ADN, comme la dCas9-MQ1, qui met
a profit la méthyltransférase MQ1 d'origine bactérienne, ou encore la dCas9 fusionnée
al'enzyme ROS1, une TDG d’Arabidopsis taliana.

Les approches visant a forcer la méthylation de séquences régulatrices se sont montrées
plutét fructueuses : cibler une séquence régulatrice avec une dCas9-DNMT3A permet
de méthyler efficacement cette séquence (Liu et al., 2016). Ceci a pour conséquence
une inhibition importante de l'expression du gene contrdlée par la région régulatrice
ciblée. Les approches de déméthylation sont plus difficiles & mettre en ceuvre. Loutil
dCas9-TET1 doit, en effet, étre positionné de facon optimale pour assurer la démé-
thylation de la méthylcytosine ciblée. De plus, méme dans le cas ou la déméthylation
est efficace, I'impact sur l'expression génique reste souvent trés modeste. Ceci est treés
probablement lié a la présence d’autres marques répressives en plus de la méthylation
des cytosines, comme la méthylation des histones H3 sur les lysines K9 et K27. Retirer
seulement un verrou, la méthylation des cytosines, ne suffit pas a lever l'inhibition de
l'expression du gene.
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Une étude de 2019 a montré qu’il est toutefois possible d'améliorer trés fortement
la déméthylation des CpG notamment, en associant au module TET1 la protéine
GADD45A, une protéine connue pour interagir avec la machinerie de déméthy-
lation (les chercheurs ont appelé ce systéme Casilio-ME) (Taghbalout et al., 2019).
De facon intéressante, le systéme Casilio-ME se révele certes efficace pour démé-
thyler les cytosines ciblées, mais aussi pour activer l'expression des génes cibles. Si
ceci suggere qu'un frein a l'activation a été levé, il n'est cependant pas clair si cette
activation est uniquement liée a une meilleure déméthylation, ou aussi a d’autres
fonctions de GADD45A. Cette protéine est en effet connue pour déstabiliser les inter-
actions histones-ADN, provoquer un relachement de la chromatine et créer ainsi un
environnement conformationnel plus favorable a 'expression génique.

Cet exemple démontre que les techniques dédition épigénomique ne sont pas encore
parfaitement maitrisées. Comme dit précédemment, les protéines sont multifonction-
nelles, et on ne connait ou on ne contrdle pas toujours toutes leurs fonctions. Les
outils d’édition de Iépigénome restent donc a I'heure actuelle des outils en dévelop-
pement en laboratoire. Ils ne sont, pour la plupart, pas encore suffisamment matures
pour étre utilisés sans danger en thérapeutique humaine.

En laboratoire de recherche cependant, on observe actuellement un déploiement impor-
tant des outils dédition du méthylome dans la littérature scientifique. De nombreuses
études publiées cherchent a établir de fagon non ambigué la relation de cause a effet
entre une épimutation et un phénotype pathologique. Par exemple, une étude conduite
in vitro a démontré que les défauts dexpression du gene FRMI (Fragile X Messenger
Ribonucleoprotein 1), conduisant au syndrome du X fragile, sont liés & une hyperméthy-
lation pathologique de son promoteur. En utilisant 'outil dCas9-TET1, les chercheurs ont
montré qu'il est possible de restaurer l'expression de ce géne dans des cellules en culture,
en corrigeant cette épimutation. Ce type détude permet donc de mieux comprendre
Iétiologie, c’est-a-dire les causes moléculaires responsables de pathologies. Certaines
de ces études ouvriront probablement sur le long terme a des applications cliniques
innovantes de correction des épimutations comme traitement thérapeutique.

Remodeler la méthylation des histones

La méthylation des histones est un phénomeéne complexe, car il existe un grand
nombre de méthylations possibles avec des combinatoires aux roles trés différents
(voir chapitre 2). Certaines méthylations sont activatrices, comme la triméthylation en
H3K4me3 retrouvée sur les promoteurs, d’autres servent de systéme de reconnaissance,
comme la monométhylation en H3K4mel sur les enhancers (la cellule « reconnait » les
enhancers parce qUu'ils portent cette marque), d’autres enfin sont inhibitrices, comme
les méthylations en H3K27me3, H3K9me2 et H3K9me3 (ces deux derniéres étant
retrouvées essentiellement sur '’hétérochromatine). Chacune de ces marques peut étre
déposée et retirée par une ou plusieurs enzymes spécifiquement. Il est donc possible
de créer beaucoup d'outils d’édition épigénétique pour modifier ces marques a fagon.

Quelles sont les utilisations actuelles des outils dédition de la méthylation des
histones ? Voici quelques exemples déclinés en recherche fondamentale.

e Edition de la marque H3K4mel au niveau des enhancers. Loutil dCas9-LSD1
(lysine-specific demethylase 1) est le plus souvent utilisé. Il permet d’inactiver les
enhancers. En ciblant un enhancer avec une dCas9-LSD], il est possible de réduire

181



Epigénétique. Mécanismes moléculaires, biologie du développement et réponses a Penvironnement

tres fortement la présence de la marque H3K4mel, ce qui entraine un démantelement
de I'enhancer (la cellule ne reconnait plus la région régulatrice comme un enhancer).
On peut réaliser cette expérience quand on veut démontrer qu'un enhancer est bien
capable de réguler le géne que l'on étudie. Nous avons conduit une expérience de ce
type dans notre laboratoire afin de démontrer qu'un enhancer que nous venions de
découvrir régulait l'expression du géne NR5A 1, un gene important pour les cellules
gonadotropes de 'hypophyse.

Une autre application intéressante est le criblage fonctionnel a haut débit pour décou-
vrir directement de nouveaux ewmhancers : comme nous lavons vu, les enhancers
peuvent étre situés n'importe ol, ou presque, par rapport aux genes quils régulent.
Savoir qu'une séquence est enrichie en marque H3K4mel permet certes de I'imaginer
comme étant un enhancer, mais de quel géne ? Celui directement en amont ou en aval,
ou celui situé encore plus loin sur le chromosome ? Tester un a un les enhancers plus
ou moins proches d’'un géne est assez fastidieux, surtout s’il y en a plusieurs centaines!
Loutil dCas9-LSD1 permet de tester les différents enhancers : il peut étre utilisé pour
un criblage fonctionnel a haut débit de plusieurs centaines déléments en parallele.
Comme vu précédemment, 'édition épigénétique avec le module de ciblage dCas9
permet de multiplexer, c'est-a-dire de cibler en méme temps plusieurs endroits du
génome. Il est donc possible déteindre au cours d'une méme expérience plusieurs
centaines d’enhancers en parallele pour en étudier la fonction individuellement.
Ce type d’approche permet de disséquer finement la régulation des genes par leurs
enhancers. Connaitre les enhancers d'un géne permet ensuite de mieux comprendre la
régulation du gene en situation physiologique ainsi que les perturbations en conditions
pathologiques. C’est un prérequis pour proposer ensuite des thérapies ciblées.

A Tinverse, on peut chercher a ajouter la marque H3K4mel : une étude, menée
au laboratoire de Lipeng Ren a I'Institut Karolinska de Stockholm, a mis a profit
une fusion dCAS9-MLL3%ET (fusion de dCas9 avec uniquement le domaine SET de
MLL3) pour induire de facon controlée le dépot de la marque H3K4mel sur des
enhancers (Yan et al., 2018). Ceci a ensuite permis d’étudier le role de cette marque
dans le recrutement des complexes chromatiniens et la mise en place d’interactions
spatiales entre les enhancers et les promoteurs cibles. Ce faisant, les chercheurs ont
démontré I'importance de la marque H3K4mel dans la structuration tridimension-
nelle de la chromatine, et le rapprochement des enhancers par des boucles de la
chromatine vers les promoteurs.

e Edition de la marque H3K4me3 des promoteurs. Une étude effectuée par I'Epige-
netic Editing Research Group de l'université de Groningue, aux Pays-Bas, décrit
l'utilisation des méthyltranférases PRDM9 (PR/SET Domain 9) et DOT1L (DOT1 like
histone lysine methyltransferase) associées a la protéine de ciblage dCas9, afin d’activer
I'expression de génes silencieux en induisant la triméthylation en H3K4 (par PRDM9)
et en H3K79 (par DOTLI) sur les promoteurs (Cano-Rodriguez et al., 2016). L'édition
des marques H3K4me3 ou de H3K79me3 seules induit une augmentation modeste
de l'expression des génes cibles, alors que la coédition simultanée des deux marques
augmente linduction de l'expression génique de facon significative. Ces travaux
montrent 'importance du couplage de certaines marques épigénétiques dans la régu-
lation de l'expression des genes et démontrent l'utilité des outils d'édition épigénétique
pour étudier I'impact des marques épigénétiques prises isolément ou en association.
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Ce type détude permettra donc a I'avenir de mieux comprendre les régles régissant le
code épigénétique.

e Ldition des marques répressives H3K27me3 et H3K9me3. Il est d'usage de présenter
les mécanismes moléculaires épigénétiques de la facon suivante : un effecteur de la
chromatine est recruté sur une séquence régulatrice, y dépose ensuite la marque
épigénétique ad hoc, ce qui entraine leffet désiré sur l'expression génique. Ce modéle
laisse donc penser que l'effecteur n'a pas d’autres fonctions que de déposer la marque,
et que la marque assure la fonction. Le groupe de recherche animé par Tamar Segal,
a 'université israélienne d’Ariel, en Cisjordanie, qui travaille sur les marques répres-
sives H3K27me3 et H3K9me3, a décidé de tester ce modeéle en posant notamment les
questions suivantes : I'inhibition de l'expression des genes est-elle due : a la présence
des marques répressives comme H3K27me3, ou a la seule présence des complexes
chromatiniens comme le complexe Polycomb, ou enfin a la présence combinée des
marques et des complexes (O’Geen et al., 2017)?

Afin de répondre a ces questions, les chercheurs ont développé deux outils : dCas9-
EZH2 (avec le domaine enhancer of zeste 2 en entier), qui permet d’'induire le dépot
de la marque H3K27me3 sur une séquence régulatrice cible, et dCas9-EZH2SET,
avec uniquement le domaine SET de EZH2, responsable de la réaction enzyma-
tique aboutissant au dépot de la marque. Si l'outil dCas9-EZH2 permet bien a la
fois le dépot de H3K27me3 et l'inhibition de l'expression des génes, l'outil dCas9-
EZH2SET, de fagon surprenante, ne permet pas le dépdt de la marque H3K27me3,
alors qu’il permet bien l'inhibition de 'expression du gene. Cela démontre que EZH2
est capable de réprimer l'expression des genes en absence de dépot de la marque
H3K27me3. Ces travaux suggerent donc que les marques de répression ne sont pas
obligatoirement requises pour établir la répression génique, et que les effecteurs
de la chromatine ont des fonctions plus complexes que nous ne le pensions jusqu’a
présent. A quoi servent donc les marques dans ce cas? Les travaux futurs éclairci-
ront probablement les fonctions réciproques des complexes et des marques dans la
régulation génique.

e Edition simultanée de plusieurs marques. Il est possible de cibler plusieurs marques
en méme temps, par exemple d’éditer a la fois la méthylation de 'ADN avec une méthyl-
transférase comme DNMT3A et la méthylation des histones avec EZH2. Ce type
d’approche permet une meilleure répression de l'expression des génes et un meilleur
maintien de cette répression dans le temps. En effet, lorsque l'on réprime un géne
uniquement avec une dCas9-EZH2 par exemple, la répression nest que transitoire,
alors que si on associe EZH2 avec DNMT3A en utilisant une dCas9-DNMT3A-EZH2,
la répression transcriptionnelle semble définitive.

Les différents travaux présentés, en étudiant les conséquences fonctionnelles des diffé-
rents acteurs chromatiniens sur les différentes séquences régulatrices, permettent de
soulever un peu le voile de la complexité sous-jacente des mécanismes de la régulation
épigénétique, et remettent en question certains des modeles de régulation épigéné-
tique. La bonne connaissance de ces mécanismes, issue des études fondamentales,
est I'un des prérequis a une utilisation thérapeutique des technologies d’édition de
I'épigénome. Avant de présenter les applications thérapeutiques potentielles, nous
allons aborder un dernier outil qui permet de reprogrammer l'expression génique par
édition épigénétique : les systémes CRISPRa et CRISPRI.
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Reprogrammer Uexpression génique : les systemes CRISPRa
et CRISPRI

Jusqu'a présent, nous avons décrit des outils modifiant une marque de fagon précise
pour étudier leffet de cette modification sur l'expression des geénes cibles. Le systéme
CRISPRa, pour activateur, permet l'activation de l'expression des génes en recru-
tant de nombreux acteurs de la machinerie de transcription. Alors que le systéme
CRISPRI (pour interference, inhibe), permet l'inhibition de l'expression des génes en
recrutant de nombreux inhibiteurs de cette machinerie de transcription. Ces deux
systemes sont donc un peu différents des autres systemes d’édition de 1épigénome,
car les modifications épigénétiques induites sont nombreuses, complexes et souvent
mal caractérisées. Cependant, CRISPRa et CRISPRi, en réécrivant profondément les
modifications épigénétiques sur les séquences régulatrices ciblées, sont d’une effica-
cité souvent remarquable, ce qui fait de ces systemes des outils extraordinaires pour
reprogrammer l'expression génique.

e CRISPRa pour induire I'expression d'un géne. L'un des tout premiers modules activa-
teurs a avoir été fusionné avec une protéine de ciblage (que ce soit ZF, TALE ou dCas9)
nétait pas un effecteur de la chromatine, mais le trans-activateur fort VP16. Ce que
l'on appelle couramment «VP16» est un peptide d'une dizaine de résidus amino-
acides du géne a-TIF du virus de 'herpes. Ce fragment est connu pour recruter la
machinerie d'expression des genes, comprenant le complexe médiateur, de nombreux
facteurs de transcription, '’ARN polymérase et méme des enzymes de modification de
la chromatine (figure 12.2C, complexe activateur de la transcription). VP16 est un peu
le facteur de transcription «couteau suisse» du virus de 'herpés qui a été détourné
pour les besoins.

e CRISPRi pour réprimer l'expression d’'un gene. La dCas9 est souvent fusionnée a
un domaine trans-répresseur, majoritairement de type KRAB (Kriippel-associated
box). Les domaines KRAB sont connus pour recruter des co-répresseurs (complexe de
répression de la transcription) ainsi que des complexes de répression de la chromatine
impliqués dans la désacétylation des histones et la méthylation de 'ADN notamment
(figure 12.2C). Le CRISPRi est donc utilisé pour inhiber de fagon réversible 'expression
génique, en ciblant le promoteur ou les enhancers des genes. C'est donc une alternative
(économique) aux approches ARN interférents (Si ou ShRNA).

De nombreuses études ont montré lefficacité des CRISPRa et CRISPRi pour
reprogrammer l'expression génique en ciblant les séquences régulatrices de genes
d’intérét, ouvrant la promesse du développement de futurs outils thérapeutiques
(Bendixen et al., 2023).

® Les systemes CRISPRa et CRISPRi pour le criblage fonctionnel a haut débit.
Lutilisation principale émergente des systemes CRISPRa et CRISPRi est le criblage
fonctionnel a haut débit. L'idée est de tester la fonction d’'un grand nombre de génes
dans un phénotype d'intérét. Comme nous l'avons vu précédemment, le systeme
CRISPR permet de multiplexer en associant plusieurs ARN guides. Des laboratoires
de recherche comme celui de Michael Bassik, du Department of Genetics de 'univer-
sité Stanford, aux Etats-Unis, ont poussé cette logique jusqu’au bout, en créant des
bibliothéques, ou des banques contenant des ARN guides, pour chacun des plus de
20000 genes du génome de la souris ou de 'humain (Han et al., 2020). Ces banques
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permettent de tester la fonction potentielle de tous les genes pour un phénotype
d’intérét. Ce type de criblage fonctionnel peut étre mis en ceuvre sur n'importe quelle
cellule en culture en boite de Petri et pour nimporte quel phénotype mesurable.

Une étude de 2021 montre comment l'utilisation du systéme CRISPRi permet de réin-
terroger la fonctionnalité des pseudogenes (Sun et al., 2021). Les pseudogénes sont
les fossiles d’anciens génes dans notre génome que I'évolution a désactivés par muta-
tion (inhibition permanente de 'expression). Il y aurait 14638 pseudogenes dans le
génome humain (2 comparer avec les 20805 genes actifs), mais il est, en fait, difficile
d’affirmer qu'un géne est véritablement non actif sur la seule base de sa séquence. Pour
définir un pseudogene, il faut étre certain que celui-ci n’a plus de fonction active, quel
que soit le phénotype considéré. C'est ce qu'a cherché a montrer I'équipe de Yiwen
Chen, de 'université du Texas, pour 850 genes humains décrits comme pseudogenes.
En utilisant une banque CRISPRi de 5703 ARNg ciblant les promoteurs putatifs des
pseudogenes sélectionnés, les chercheurs ont testé 'éventuelle fonctionnalité de ces
pseudogenes dans la croissance cellulaire d'une lignée modeéle de cancer du sein. Cette
étude révele que certains pseudogenes sont tout a fait fonctionnels; on peut donc se
demander s’ils ne devraient pas étre reclassés en génes actifs!

Les outils de type CRISPRi et CRISPRa nous offrent donc la possibilité d’investiguer
la fonctionnalité réelle du génome et permettront probablement d’'identifier, parmi les
nombreux pseudogenes, un certain nombre de génes en réalité toujours actifs. Cette
question peut sembler purement théorique, mais caractériser de nouveaux genes
actifs peut avoir des retombées importantes en santé humaine notamment : chaque
nouveau gene est un candidat potentiel pour mieux comprendre une pathologie, mais
aussi, a plus long terme, une cible potentielle pour un médicament.

Le systéme CRISPRi peut également étre utilisé pour étudier la régulation des génes et
en découvrir les enhancers, de la méme fagon que dans le cas des approches d’édition
du génome utilisant le systeme dCas9-LSD1. Une étude récente suggére que nous
sommes a l'aube d’'une révolution dans le domaine de la génomique fonctionnelle
(Gasperini et al., 2019) : équipe de Jay Shendure, de I'université de Washington, a
réussi le coup de force d’identifier environ 600 relations de régulation directes entre
enhancers et génes cibles, en combinant le systeme CRISPRi pour cibler 5920 enhan-
cers potentiels et analyser l'expression des génes par une approche en cellule unique
(qui donne l'expression de tous les genes dans chaque cellule une a une). L'étude de
chacune de ces relations de régulation aurait pris des dizaines d’années de travail
avant le développement des outils d’édition de épigénome et de séquencage en cellule
unique. Lutilisation dans les années a venir de ce type détude permettra le décodage
a grande échelle des regles fonctionnelles régissant les épigénomes, aussi bien en
conditions physiologiques que pathologiques. Les retombées, aussi bien en sciences
fondamentales qu'en applications cliniques, seront majeures.

» Lédition de U'épigénome au service de la santé

Avant de décliner les applications possibles de 'édition épigénétique en santé humaine,
il convient d’en poser les limites : ce qui est de lordre du faisable & moyen terme, ce
qui sera peut-étre un jour réalisable, et les freins actuels au développement de ces
thérapies moléculaires de nouvelle génération.
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Dans un premier temps, rappelons quactuellement aucune thérapie ne repose sur
I'édition épigénomique. Les applications potentielles sont nombreuses, les applications
réellement mises en pratique en clinique sont, 8 ma connaissance, encore inexistantes.
Quels sont les freins a leur développement ? J'en vois de trois natures différentes :

— la compréhension fine des mécanismes épigénétiques et leurs modifications dans
un contexte pathologique : on ne connait pas forcément l'ensemble des épimutations
directement responsables d'une maladie;

— lefficacité et l'innocuité des outils d’édition épigénomique : comme nous l'avons
vu, les protéines ont de nombreuses fonctions pas toujours bien caractérisées. Il faut
s'assurer que leffecteur utilisé fait bien ce que l'on veut et ne présente pas de danger;
— délivrer l'outil d’édition spécifiquement et efficacement dans les cellules malades du
patient. On ne sait pas forcement mettre en contact l'outil dédition spécifiquement
avec les cellules cancéreuses enfouies au cceur d’un tissu d’'un malade, sans exposer
les cellules saines (dans lesquelles on ne veut pas induire accidentellement des épimu-
tations). A contrario, si loutil d’édition n'est pas capable de cibler toutes les cellules
cancéreuses, la récurrence du cancer est assurée...

Une fois ces limites dépassées, il sera possible, en théorie, de soigner un nombre
important de pathologies avec une composante épigénétique. Nous allons a présent
discuter d’applications potentielles testées en conditions de laboratoire, en utilisant
des cellules en culture ou des modéles animaux.

Corriger des épimutations impliquées
dans les processus pathologiques

Des anomalies épigénétiques sont impliquées dans des processus pathologiques
comme facteurs causaux ou aggravants. De telles anomalies ont été décrites principa-
lement dans un grand nombre de cancers, mais ont aussi été observées dans le cadre
de maladies neurodégénératives, métaboliques et immunitaires. Des études récentes
montrent que le processus de vieillissement cellulaire saccompagne lui aussi d’'une
accumulation d’erreurs épigénétiques caractéristiques.

Concernant le cancer, sur lequel la bibliographie est la plus riche (Muntean et al.,
2009, Darwiche, 2020), les travaux de génomique fonctionnelle ont permis d’identifier
des aberrations épigénétiques, comme l'acétylation anormalement élevée de super-
enhancers pro-oncogéniques. Les super-enhancers sont des groupes denhancers
souvent associés aux geénes du développement et de la croissance cellulaire. La sur-
activation des super-enhancers dans les cellules cancéreuses aboutit a 'activation de la
prolifération cellulaire, et a 'inhibition de 'apoptose, ce qui permet aux cellules de se
diviser de fagcon non controélée.

Comme nous l'avons vu, nous disposons actuellement doutils qui permettraient de
corriger les épimutations rencontrées, par exemple inhiber spécifiquement les super-
enhancers en désacétylant leurs histones grace a une dCas9-HDAC. Lintérét de cette
approche réside dans sa double spécificité d’action : cibler une marque particuliére sur
une région particuliére, une combinaison normalement rencontrée uniquement dans
la cellule cancéreuse et pas dans les cellules saines autour de la tumeur. On peut donc
imaginer que sil'outil dCas9-HDAC entre aussi dans ces cellules saines, il viendra désacé-
tyler un super-enhancer non acétylé... ce qui ne devrait pas entrainer trop de probléme!
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Ce type d’'approche a été décliné avec succes in vitro sur des modeles de cellules cancé-
reuses humaines, et la correction de certaines épimutations sest traduite par une
diminution du potentiel cancéreux de ces cellules (diminution des marqueurs de prolifé-
rations cellulaires, de migration et d'invasion, promotion de 'apoptose et de la senescence
cellulaire, etc.). Ces résultats encourageants ont été reproduits sur des cultures primaires
de cellules issues directement de tumeurs humaines. Enfin, la réimplantation des cellules
cancéreuses éditées dans des modeles de souris immunodéprimées (xénogreffes) se
traduit bien par une diminution iz vivo du potentiel tumoral de ces cellules.

Il y a cependant peu d’exemple actuel de mise en ceuvre dédition épigénétique ciblée
de cellules cancéreuses in vivo au sein méme d’une tumeur. Le principal obstacle est de
délivrer efficacement (et si possible sélectivement) le systéme d’édition épigénétique,
sous forme de précurseur ADN ou ARN, ou de leffecteur protéique. Une équipe a
montré qu’il était possible d’utiliser des nanoparticules pour délivrer de '’ADN codant
un systeme CRISPRa dans un modele de souris greffées avec des cellules cancéreuses
humaines pour induire l'expression d’un géne cible (en I'occurrence un gene anticancé-
reux). Les nanoparticules sont efficacement endocytées par les cellules cancéreuses qui
sont tres voraces, mais elles s'accumulent aussi dans les cellules saines d’autres organes
comme les reins et le foie, posant le risque potentiel d’effets secondaires indésirables.

Une autre source deffets secondaires a prendre en compte est le phénomeéne des hors-
cibles (off-target), particulierement pour les systémes reposant sur I'architecture CRISPR.
En effet, il a été observé que la protéine dCas9 peut se fixer sur des séquences génomiques
quand celles-ci sont suffisamment similaires a la séquence cible. Si ce phénomeéne est
problématique en recherche fondamentale, il devient une source de préoccupations
particulierement fortes pour les applications in vivo des techniques d’édition du génome
et de 'épigénome humain a des fins thérapeutiques, car c’est une source trés importante
de potentiels effets nocifs collatéraux. Des recherches sont en ceuvre actuellement afin,
d’une part, de réduire le risque de hors-cibles et, d’autre part, de mieux controler a la fois
l'expression et l'activité de la protéine dCas9 dans le but de limiter les effets indésirables.

L'édition de Iépigénome in vivo peut avoir des applications en dehors du cancer,
comme rendre la vue a des souris aveugles, en injectant un CRISPRa ciblant le géne
du photorécepteur OPNIMW dans l'eeil (utilisation de souris atteintes de rétinite
pigmentaire; B6hm et al., 2020); ou soigner le diabéte de souris en reprogrammant
des cellules hépatiques en cellules pancréatiques fonctionnelles par CRISPRa (Liao
et al., 2017). Ce dernier exemple offre un espoir thérapeutique pour les nombreux
diabétiques insulino-dépendants, dont la survie est conditionnée actuellement a
l'obtention d’insuline injectable.

Ces exemples vont se démultiplier dans la bibliographie dans les années a venir. Si
tout se passe bien, pour certaines pathologies liées a des épimutations ou a des défauts
d’expression des genes, il sera un jour enfin envisageable de passer au test clinique, en
espérant que les malades humains réagissent aux nouvelles thérapies épigénétiques
aussi favorablement que les modeéles animaux.

L'édition épigénétique au service des thérapies cellulaires

Les thérapies cellulaires sont des thérapies émergentes qui consistent a greffer des
cellules (ou des tissus) saines afin de restaurer la fonction du tissu endommagé ou
malade. Les cellules utilisées sont, dans le meilleur des cas, des cellules différenciées
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a partir de cellules souches prélevées chez le patient lui-méme. La révolution dans
ce domaine vient de la découverte des facteurs de Yamanaka (OCT4, SOX2, KLF4 et
¢-MYC) (Takahashi et al., 2006). Ces facteurs, quand ils sont exprimés de fagon forcée
dans des cellules différenciées, permettent de dédifférencier les cellules en cellules
pluripotentes induites, ou iPS. Ces iPS sont ensuite redifférenciables dans le type
cellulaire désiré (hépatocytes, neurones, astrocytes, myocytes, etc.).

Les outils d’édition de I'épigénome peuvent étre mises en ceuvre a plusieurs niveaux du
processus d’établissement des cellules a des fins thérapeutiques :

— lors de la dédifférenciation en iPS des cellules prélevées. Forcer brutalement 'expres-
sion des facteurs de Yamanaka peut étre problématique, car certains de ces facteurs ont
un rdle pro-oncogénique avéré. On veut réimplanter aux patients des cellules saines
sans leur induire un cancer! Il peut étre judicieux d’utiliser I'édition de I'épigénome
(CRISPRa ou une dCas9-P300") pour «réveiller » doucement et de fagon controlée
les génes codant les facteurs de Yamanaka afin de limiter leur expression, et donc le
risque que les cellules deviennent cancéreuses;

— il est aussi possible d'utiliser I'édition de I'épigénome pour ensuite orienter la
redifférenciation des iPS vers le type cellulaire souhaité. En utilisant des systemes
CRISPRa par exemple, on peut forcer la cellule iPS a exprimer un facteur de trans-
cription pro-neural pour la différencier en neurone, ou un autre facteur qui la
poussera a devenir une cellule musculaire, ou de la peau... Par exemple, utiliser
le systeme CRISPRa pour linduction du gene NEUROG?2 dans des iPS de souris
par CRISPRa permettrait la différenciation en neurones, alors que celle de MYOD1
permettrait la reprogrammation des cellules en cellules musculaires squelettiques.
L'avantage des CRISPRa sur les techniques traditionnelles (expression forcée directe
par un vecteur exogene) reste a étudier;

— le processus de dédifférenciation des cellules n'est pas parfait : il a été en effet
montré que les cellules conservent en partie des éléments de leur épigénome initial,
qui peuvent ensuite interférer avec le processus de redifférenciation. La cellule redif-
férenciée a donc un nombre significatif dépimutations et souvent une fonctionnalité
partielle. L'apport potentiellement majeur de Iédition de Iépigénome réside donc
surtout dans la possibilité de corriger ces épimutations afin d'améliorer la différen-
ciation des cellules thérapeutiques in vitro avant de les réinjecter dans le patient.
Cela devrait permettre in fine l'obtention de cellules différenciées les plus proches
possibles de cellules « normales ».

On notera que, dans le cas des thérapies cellulaires, qu’il n’y a pas de probléeme pour
délivrer le systeme d’édition épigénétique, puisque toutes les modifications sont faites
en dehors de l'organisme du patient. De plus, il est possible de vérifier si tout sest
bien passé avant de réinjecter les cellules aux patients. L'épimutation est-elle bien
corrigée? Le géne est-il bien ré-exprimé? La cellule est-elle correctement différen-
ciée et sans danger? C'est pour ces raisons que les approches de thérapie cellulaire
assistées par I'édition épigénomique seront probablement développées dans un futur
plus proche que les approches qui proposent démodifier les cellules au sein méme du
malade. La thérapie cellulaire ne s’applique bien siir pas a toutes les pathologies, mais,
associée a I'édition de I'épigénome, elle présente le potentiel d’étre une thérapie révo-
lutionnaire dans tous les cas ou elle sera applicable, comme pour certaines maladies
neurodégénératives ou métaboliques.
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» Conclusion

Les approches dédition de I'épigénome sont en train de révolutionner le domaine de la
génomique fonctionnelle. Pendant longtemps, nous avons été limités a la description
des marques épigénétiques et de leurs localisations dans le génome des cellules, nous
permettant de poser des hypothéses sur la présence d’enhancers et sur la fonction-
nalité du génome, mais sans avoir les outils pour tester massivement ces hypotheses.
Lédition de 'épigénome nous offre enfin la possibilité de tester la fonctionnalité réelle
des enhancers et de les associer avec les génes qU'ils régulent. Cette meilleure compré-
hension du génome et de ses regles de fonctionnement a pour conséquences directes
d’améliorer notre compréhension du lien génotype-phénotype (ou le lien qui existe
entre le génome d’un individu et ses caractéristiques physiques ou physiologiques), qui
nous a longtemps en grande partie échappé et qui constitue encore aujourd’hui une
des grandes questions en biologie.

Les outils d’édition de I'épigénome permettent aussi de décortiquer les mécanismes
de la régulation épigénétique, en nous donnant l'opportunité de les modifier avec
une certaine subtilité. Notre compréhension de ces mécanismes s’affine, le role des
complexes chromatiniens, des marques, le jeu entre les différentes marques s’éclair-
cissent peu a peu, et cest toute la régulation des genes que nous commengons a
mieux comprendre.

Ces révolutions en biologie du génome et de la régulation des génes sont porteuses
d’espoirs thérapeutiques a plus ou moins long terme. L'édition du génome, en permet-
tant de reprogrammer le vivant a des fins thérapeutiques, présente un potentiel infini
de soigner le cancer, les maladies métaboliques et dégénératives. Le champ d’applica-
tion s’accroitra avec notre compréhension des mécanismes épigénétiques régulant les
phénomenes physiologiques et physiopathologiques. Pour ne donner qu'un exemple
de perspective a long terme : nous commencons a identifier des épimutations asso-
ciées au vieillissement. I'édition de ces épimutations porte la promesse de ralentir
le vieillissement, ou tout au moins ses symptomes, et doffrir aux populations agées
l'espoir d’une vie quotidienne en meilleure santé.

Reprogrammer le vivant reste un défi, pour lequel toutes les implications et les
menaces sont a prendre en considération : 'amélioration des performances physiques
des athletes est presque a portée de main quand on arrive a stimuler la croissance
musculaire chez la souris, par exemple. Que ferons-nous si un jour des variations
épigénétiques sont associées a des phénotypes dont le controle pose des questions
éthiques majeures? La manipulation de I'épigénome n'est pas assimilée a la créa-
tion ’OGM (organisme génétiquement modifié), qui est strictement encadré par la
loi dans la plupart des pays, puisque les marques épigénétiques ne modifient pas la
séquence d’ADN. Néanmoins, il a été décrit une hyper-mutabilité des dinucléotides
CpG méthylés (en TpG) dans des cas de cancers (Tomso et al., 2003; Misawa et al.,
2009), suggérant qu’il est important de suivre I'impact de toute manipulation ponc-
tuelle de l'état de méthylation des CpG. Les progres techniques sont rapides, et il est
nécessaire que le législatif s'en saisisse afin d’élaborer les cadres éthiques de I'édition
de Iépigénome, que ce soit a des fins médicales ou vétérinaires, pour 'amélioration
des animaux délevage et des plantes, pour optimiser l'adaptation a des variations
environnementales ou a des fins de profits économiques.
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3C

5mC
ADNg
ADNmt
Airn
ARNg
ARNm
ARNr
ARNt
AS

ATP
BCG
BER
BGC
ChIP
circARN
CMT3
CpG
CRISPR/Cas9
CTCF
dCAS9
DDM1
DLK1
DMR
DNase
DNMT
DOHaD
DON
dsRNA
epiQTL
epiRIL
ERV
ETI
EWAS
FISH

Liste des abréviations

chromosome conformation capture
5-methylcytosine

ADN génomique nucléaire
ADN mitochondrial

Antisense Igf2r RNA
ARN-guide

ARN messagers

ARN ribosomiques

ARN de transfert

Angelman syndrome

adénosine triphosphate

vaccin Calmette-Guerin-Bacilli
base excision repear
biosynthetic gene cluster
chromatin immunoprecipitation
ARN circulaires
chromomethylase 3

cytosine liée & une guanine via un groupement phosphate

clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 9

CCCTC binding factor

dead Cas9

decrease in DNA methylation 1

delta like non-canonical Notch ligand 1
differentially methylated regions
désoxyribonucléase

DNA methyltransferase

developmental origins of health and disease
deoxynivalenol

double-stranded RNA

epigenetic quantitative trait loci
epigenetic recombinant inbred lines
endogenous retrovirus
effector-triggered immunity
epigenomic wide association study

fluorescence in situ hybridization
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FLC flowering locus C

GSE génes soumis & l'empreinte

HAT histones acetyltransferases

hc-siRNA heterochromatic small interfering RNAs
HDAC Histone deacetylase

HDAC histone deacetylase

HDAC histone deacetylase

HPTM histone post-translational modifications
HR hypersensitive response

ICR imprinting-control region

ICX inactivation du chromosome X

IGF2 insulin-like growth factor 2

IGF2R insulin-like growth factor 2 receptor
iPS induced pluripotent stem cells

kb kilobase

KDM1A/LSD1 lysine-specific demethylase 1A

KRAB Kriippel-associated box

KRAB Kriippel-associated box

LOS large offspring syndrome (ou AOS, abnormal offspring syndrome)
LTR long terminal repeats

LUMA luminometric methylation assay

Mb mégabase

MBD methyl-CpG-binding domain

MCI masse cellulaire interne

MEG3 maternally expressed 3

meJA methyl jasmonate

MET1 methyltransferase 1

miARN micro-ARN

NLR nucleotide-binding site leucine-rich repeat
OSKM OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC,

PAR pseudo-autosomal region

PcG polycomb group

PEGI11 retrotransposon-like gene 1

PfEMP1 P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 ()
piARN les ARN Piwi

PRC2 polycomb repressive complex 2

PRMT protein arginine methyltransferase
PWS Prader-Willi syndrome

QTL quantitative trait locus

RNA-FISH RNA-fluorescence in situ hybridization
SA salicylic acid

SAM S-adenosyl methionine
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SET
SIGS
SNP
sRNA
TAD
TALEN
TCGA
TDG
TET
TrxG
Xce
Xic
XIST
ZBED6
ZEN
ZFP

Su var3-9, Enhancer of Zeste and Trithorax
spray-induced gene silencing

single nucleotide polymorphism

small RNA

topologically associating domain
transcription activator-like effector nucleases
The Cancer Genome Atlas

thymine DNA glycosylase

ten-eleven translocation

trithorax group

X-choice element

X inactivation center

X-inactive specific transcript

Zinc finger BED domain-containing protein 6
zinc finger nucleases

zinc finger protein

Liste des abréviations
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