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L’¢épigénétique s’intéresse aux interactions entre le génome et son environnement. Tirant
bénéfice des technologies d’analyses moléculaires a haut débit, la recherche en épigénétique
met en évidence I’importance du pouvoir de régulation adaptative des génomes et génére un
flot de données moléculaires qui pourraient devenir de nouvelles covariables en sélection

animale.

L’¢épigénétique s’intéresse aux méca-
nismes moléculaires et cellulaires qui
contribuent au phénotype sans modifi-
cation du génotype. Ce champ discipli-
naire de la biologie concerne 1’aptitude
qu’ont les organismes vivants a modi-
fier I’activité de leurs génes en réaction
a des changements de leur environne-
ment. De nombreux mécanismes régu-
lent I’activité des génes. Mais pour étre
considérés comme des mécanismes épi-
génétiques ils doivent étre transmis de
cellules en cellules a travers les mitoses
de facon a pouvoir affecter un caractére
phénotypique a partir d’un tissu, d’un
organe ou de l’organisme entier. Des
modifications épigénétiques peuvent
aussi étre transmises au cours de la
méiose poussant alors a revisiter cer-
tains paradigmes de la transmission des
caractéres, notamment des caractéres
complexes auxquels s’intéresse 1’¢leva-
ge. La place de I’épigénétique dans les
processus évolutifs fait I’objet de nom-
breux débats, mais cet aspect fonda-
mental de I’évolution naturelle des
especes en relation avec leur environne-
ment n’est pas directement abordé ici.
Notre objectif est de montrer en quoi
I’épigénétique pourrait étre considérée
comme une nouvelle composante de la
sélection animale et devenir un enjeu
pour la valorisation des especes d’éle-
vage.

1/ Qu’est-ce que I’épigéné-
tique ?

L’¢épigénétique étudie la dynamique
de D’organisation de la chromatine
(assemblage de protéines qui entourent

la molécule d’ADN) et lui conférent une
organisation tridimensionnelle au sein
du noyau des cellules. Elle décrypte le
role des modifications des composants
de ’ADN (comme par exemple la
méthylation des cytosines), celui des
assemblages de protéines, les histones
(autour desquelles s’enroulent 1’ADN)
et des ARN non-codants dans 1’héritabi-
lit¢ de la lecture de I’information géné-
tique. Contrairement aux mutations, ces
modifications n’affectent pas les
séquences nucléotidiques de 1’ADN,
mais seulement le niveau d’expression
des génes.

Historiquement, le terme «épigéné-
tiquey, issu de la contraction des mots
«épigénésex et «génétiquer, a été utilisé
en premiére intention en 1942 par
Conrad Waddington (cf. Slack 2002),
qui propose alors 1’idée selon laquelle
«le développement et [’évolution peu-
vent étre considérés comme une succes-
sion d’états relativement stables sépa-
rés par des périodes d’instabilité et de
changements» et définit «/’épigénétique
comme la branche de la biologie qui
étudie les interactions causales entre les
genes et leurs produits, responsables de
I’existence du phénotype». Le phénoty-
pe d’un organisme vivant est la résul-
tante de Iactivité de son génome et de
I’action de I’environnement (du milicu)
dans la régulation de ces activités.
A partir des années 70, le terme d’épigé-
nétique a été utilisé pour décrire les
mécanismes moléculaires associés a des
modifications de I’activité des génes,
héritables a travers la mitose voire la
méiose et sans changement de la
séquence des nucléotides (Goldberg et
al 2007). Comme nous le verrons plus

loin, une des caractéristiques essentielle
de I’épigénétique est la dualité entre sta-
bilité et réversibilité.

Les cellules peuvent controler trés
finement leur milieu intérieur (ho-
méostasie) en utilisant directement et de
fagon séquentielle les métabolites de
leur environnement. La modélisation
des mécanismes a partir du concept de
I’opéron lactose proposé il y a 50 ans
par Jacob et Monod (1961) montre que
les cellules peuvent s’adapter a de nom-
breuses variations métaboliques de leur
environnement et évoluer entre des états
multistables mettant en jeu une régula-
tion transcriptionnelle transitoire sans
changement de la chromatine (Santillan
et Mackey 2008). Toute régulation
génique n’est donc pas épigénétique.
Mais quand de trés nombreux genes
doivent étre régulés simultanément,
dans plusieurs tissus et dans le temps,
alors les mécanismes épigénétiques
deviennent indispensables. C’est no-
tamment le cas au cours du développe-
ment embryonnaire et feetal quand
s’établissent les patrons d’expression
génique qui président a la morphogene-
se. Les modifications de 1’environne-
ment métabolique, hormonal et phy-
sique de I’organisme en croissance se
traduisent par des changements de
forme, d’état, de mouvement ou de taux
d’activité de ses tissus et organes
(West-Eberhard 2005). L’organisme
s’adapte a ces modifications, mais il lui
faut dans le méme temps assurer la
réalisation du patron morphogénétique
de son développement, patron stricte-
ment défini a partir des profils d’expres-
sion génique initiés apres la fécon-
dation de I’ceuf (le «programmey
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génétique). Le maintien d’une cohéren-
ce dans le fonctionnement de nombreux
réseaux géniques implique a la fois
rigueur et souplesse, c'est-a-dire robus-
tesse dans la dynamique de ’activité
des réseaux géniques (Kitano 2004) et
flexibilit¢ dans la transcription des
genes (Ueda et al 2004). Les remanie-
ments de la chromatine participent de
ces propriétés.

Ce qui nous intéresse ici n’est pas tant
le programme génétique de développe-
ment dont les défauts de réalisation peu-
vent compromettre le développement
lui-méme ou étre sources d’anomalies
morphologiques ou physiologiques
invalidantes, que la flexibilité des
réponses des réseaux de genes a leur
environnement et les modifications épi-
génétiques qui leurs sont associées. Plus
précisément, la question est de savoir
dans quelle mesure des modifications
épigénétiques impliquées dans la régu-
lation de certains génes ou circuits
géniques en réponse aux modulations
ou changements de I’environnement
sont réversibles conférant une certaine
flexibilité adaptative a ’organisme, ou
non réversibles, affectant alors plus
durablement le phénotype et posant la
question de 1’héritabilité des caracteres,
c'est-a-dire la possibilité de transmis-
sion sur le long terme aux générations
suivantes.

Dans ce contexte, et méme si les fon-
dements moléculaires des différentes
formes de cette «plasticité fonctionnel-
le» du vivant restent encore peu compris
(Morange 2009), I’étude des marques
épigénétiques apposées de maniere
séquentielle sur le génome, c'est-a-dire
I’épigénome, devrait permettre de pou-
voir distinguer la part des variations
géniques (variabilité alléliques) de cel-
les dues a I’environnement (variabilité
épigénétique) dans la réalisation du
phénotype.

2 / Les
tiques

marques €épigéné-

Par définition, les marques épigéné-
tiques sont a la fois héritables a travers
la mitose et la méiose sans modification
de la séquence nucléotidique de I’ADN
et réversibles. Ces processus moléculai-
res conferent a la chromatine des struc-
tures particulieres allant de 1’hétéro-
chromatine a 1I’euchromatine, dictant ou
participant ainsi au silence transcrip-
tionnel de la région ou a contrario a sa
lecture.

2.1/ La méthylation de ’ADN

La méthylation de ’ADN est une des
modifications épigénétiques la mieux
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Figure 1.

En présence de DNA méthyltransférase, la réaction covalente consiste

en une substitution d’un des H liés au carbone 5’ de la désoxycytidine par un grou-
pe CH3 lui-méme fourni par la S-Adenosyl-L Méthionine (SAM), donneur universel
de groupe méthyl. SAM a été découvert en 1953 par le biochimiste italien Giulio
Cantoni. SAM est synthétisé a partir de la méthionine et de I'ATP en présence de
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caractérisée participant a la «mémoire
cellulaire» (Holliday et Pugh 1975,
Riggs 1975, Suzuki et Bird 2008).

La méthylation touche les résidus
cytosine de I’ADN et en affecte 3 a 8%
chez les mammiféres et jusqu'a 50%
chez les plantes. Cependant, aucune
méthylation de I’ADN génomique n’est
détectée chez Saccharomyces cerevi-
siae et Caenorhabditis elegans, du fait
de I’absence de géne codant pour une
DNA  méthyltransferase  (enzyme
responsable de la méthylation de
I’ADN ; figure 1, tableau 1).

Chez les plantes supérieures, la méthy-
lation des cytosines dépend de trois types
de DNA méthyltransférases (Gehring et
al 2007) ; chacune d’elles reconnait un
motif particulier, et participe, soit au
maintien de la méthylation a la suite de la
réplication de I’ADN, soit a la méthyla-
tion de novo. Les récentes analyses de la
répartition des sites de méthylation réve-
lent que ces modifications covalentes
touchent plus particuliérement les
séquences répétées de I’ADN, abondan-
tes notamment dans les régions centro-
mériques et péricentromériques, trans-
criptionnellement inactives (hétéro-
chromatine) et aussi dans les transpo-
sons. Une autre particularit¢ du monde
végétal est une forte prévalence de la
méthylation des séquences en 3’ transcri-
tes des genes (plus de 33% des génes
chez Arabidopsis thaliana), alors que la
méthylation des séquences 5 UTR est

S-adénosyl-homocystéine
(SAH)

trés minoritaire. Cette méthylation intra-
génique («gene-body methylation») peut
varier entre différents écotypes d’A. tha-
liana (Suzuki et Bird 2008) et a la fois
rester particuliérement stable au cours de
I’évolution. La méthylation de ’ADN
constituerait ainsi une réponse adaptative
de la plante a son environnement avec la
possibilité de changements a la fois rapi-
des et stables.

Chez I’animal, la méthylation touche
les sites formés par les résidus cytosi-
nes et guanine de I’ADN (site palindro-
mique minimal CG) mais elle dépend
de plusieurs DNA méthyltransférases
(DMNT) ; celles-ci permettent 1’appo-
sition des marques de méthylation
(role des DMNT de novo) ou leur
maintien au cours des divisions des
cellules (role des DNMT de maintien ;
Chen et Li 2004, Schaefer et al 2007).
La distribution des sites de méthylation
sur I’ensemble du génome a surtout été
étudiée chez I’Homme (Robertson
2005, Eckhardt et al 2006, Weber et
Schiilberge 2007). Les sites CG, notés
CpG, apparaissent répartis de maniére
homogeéne sur le génome et sont géné-
ralement méthylés. En revanche, les
«ilots CpG», séquences d’ADN de
I’ordre de 500 bp riches en GC
(> 60%) associées aux régions promo-
trices de plus de la moiti¢ des geénes,
présentent un degré de méthylation
variable ; ils sont considérés comme
correspondants aux «gene-body methy-
lation» des plantes.
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Tableau 1. Les DNA méthyltransférases et leur fonction, des plantes aux mammiféres (Chen et Li 2004, Gehring et al 2007,

Schaefer et al 2007, Suzuki et Bird 2008).

Espéeces Géne Isoformes Expression méthﬁfrta“::;:érase Phénotype des mutants
Classe Mammiferes | Dnmt1 Dnmt1 Ubiquitaire Activité de maintien Déméthylation globale
DNMT1 Dnmt1s Ubiquitaire Base moléculaire Léthalité embryonnaire a 9,5 jpc
Dnmt1o Ovocyte de I'héritabilité Expression anormale des
et embryon génes soumis a 'empreinte
préimplantatoire
Dnmt1p Spermatocystes Pas d’activité
Arabidopsis | MET1 MET1 Ubiquitaire Activité de maintien Perte globale de la méthylation ;
(Sur les séquences CpG) Activation des transposons,
Expression anormale des genes ;
Floraison tardive
Classe Mammiferes | Dnmt2 Dnmt2 Ubiquitaire Activité limitée Pas de phénotype particulier
DNMT2 Pourrait avoir un role dans
la méthylation des ARN
Arabidopsis | atDnmt2 | atDnmt2 Pas d’activité
Interactions possibles avec les
histones desacétylases
Classe Mammiféres | Dnmt3 Dnmt3a Ubiquitaire Activité de novo Léthalité postnatale (4 semaines) ;
DNMT3 Stérilité chez les males
Dnmt3b Ubiquitaire Activité de novo Défaut de méthylation des genes
soumis a I'empreinte
Léthalité embryonnaire a 14,5 jpc;
Dnmt3L Cellules Pas d’activité Défauts de tube neural ;
germinales Régulateur de P’activité de Déméthylation des séquences satellites
DNMT3a et de DNMT3b Défauts de I'empreinte dans la lignée
germinale femelle
Stérilité chez les males
Arabidopsis | DRM1 DRM1 Activité de novo (CpG, CpNpG, | Défaut dans linitiation de la méthylation
DRM?2 DRM2 CpNN) de novo ; Perte de la méthylation
Assymétrique
Classe Arabidopsis | CMT1 CMT1 Pas d’activité
CMT CMT2 CMT2 ?
CMT3 CMT3 Activité de maintien Déméthylation globale sur les CpNpG ;
(sur les séquences CpNpG) Activation des transposons ;
Expression anormale des génes

Au cours du développement, la
méthylation des séquences CpG est
clairement associée au silence transcrip-
tionnel des geénes. Ce processus est
impliqué dans I’inactivation d’un des
deux chromosomes X chez la femelle,
mais aussi dans 1’expression mono-allé-
lique des geénes soumis a 1’empreinte
parentale ; il est associé aux genes
ayant un role central au cours du déve-
loppement précoce tels que les geénes
homéobox (HOX) et paired box (PAX)
ou encore aux décisions de lignage cel-
lulaire. La méthylation de ’ADN est
principalement tissu-spécifique et les
régions susceptibles de méthylation
sont généralement conservées a travers
de nombreuses espéces. On parle fré-
quemment de T-DMR pour «7issue
Differentially Methylated Regions» sou-
lignant I’importance de I’identité épigé-
nétique des cellules constituant un tissu
(Song et al 2009). Il n’y a donc pas,
chez un individu, un état épigénétique

donné mais plusieurs épigénomes, cor-
respondant a chaque organe et tissu de
I’organisme. Mais c’est bien a partir de
la mesure d’organes et de tissus contri-
buant au phénotype que sont sélection-
nés les caractéres d’élevage. Si ’on se
place dans la perspective d’intégrer
I’épigénétique comme parametre de
sélection, il serait pertinent d’associer,
par exemple, toute analyse de la qualité
de la viande a une analyse de I’épigéno-
me du muscle prélevé.

2.2 / Les modifications post-
transcriptonnelles des histones

Le nucléosome est 1'unité fonction-
nelle de la chromatine, autour de laquel-
le s’enroulent approximativement deux
tours de la double hélice d’ADN (soit
environ 147 paires de bases). Le nucléo-
some est en fait constitué d’un octame-
re de quatre histones différentes (H2A,
H2B, H3 et H4 ; Luger et Richmond

1998). Une abondante littérature
démontre que ces histones sont les
cibles de nombreuses modifica-

tions covalentes post-traductionnelles,
incluant la méthylation des lysines et
arginines, |’acétylation des lysines, la
phosphorylation des sérines et thréoni-
nes, ['ubiquitylation et la sumoylation
des lysines, I’ADP-polyribosylation de
I’acide glutamique, la sésamination des
arginines et I’isomérisation des prolines
(Kouzarides 2007).

Les modifications les mieux caracté-
risées sont 1’acétylation/déacétylation
et la méthylation des histones.
L’acétylation (ajout d’un groupement
acétyl) s’effectue sur certains résidus
lysine précis par des enzymes nommeées
Histones Acétyl Transférases (HAT).
Elle est souvent associée a 1’état «d’eu-
chromatine» : en modifiant la charge
d’attraction entre protéine et ADN et en
relachant la structure de la chromatine
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(décondensation) I’acétylation favorise
la transcription. Cette marque est facile-
ment réversible grace a I’action des
Histones Désacétylases (HDAC).

Le role répressif ou activateur de la
méthylation des histones sur 1’expres-
sion génique dépend du résidu touché et
du niveau de méthylation : la méthyla-
tion de la lysine 4 de I’histone H3
(H3K4Me) engendre une conformation
de chromatine transcriptionnelle active
alors que la méthylation de la lysine 9
de I’histone H3 (H3K9Me) est associée
a un état répressif.

De maniére générale, ces deux types
de modifications sont antagonistes, et la
désacétylation des lysines doit précéder
leur méthylation. Cet antagonisme
entrailne une modification dynamique
de 1’état chromatidien avec, pour une
région donnée, passage d’un état d’hé-
térochromatine (ou les histones H3 sont
désacétylées et méthylées et les génes
sont généralement non exprimés) a un
état d’euchromatine (ou les histones H3
sont acétylées et déméthylées et les
genes sont en général exprimés) et vice
versa. Les modifications des extrémités
des histones jouent donc le rdle de
«marquesy» épigénétiques qui entrainent
le recrutement de différentes classes de
protéines, puisque les lysines acétylées
ou méthylées sont reconnues par des
domaines protéiques différents. De ce
fait, ces modifications forment un véri-
table code, «le code des histonesy,
modulant ’architecture de la chromati-
ne et définissant des régions de régula-
tion de I’expression des génes (Strahl et
Allis 2000). Ce code des histones parti-
cipe a l’orchestration d’un ensemble
d’interactions protéines-protéines-ADN

sous-tendant le controle de 1’expression
des geénes. Ses composants sont large-
ment conservés a travers 1’évolution.
Cependant, 1’¢tude de leurs distribu-
tions sub-nucléaire et chromosomique
suggere que leurs fonctions aient pu
évoluer de maniére divergente en fonc-
tion des organismes.

2.3 / Les protéines Polycomb et
Trithorax

Les protéines du groupe Polycomb
(PcG pour Polycomb Group) et les pro-
téines du groupe Trithorax (TrxG) ont
été initialement identifiées chez la dro-
sophile comme régulateurs des génes
homéotiques Hox, un groupe de geénes
codant pour des facteurs de transcrip-
tion spécifiant 1’identité cellulaire tout
au long de I’axe antério-postérieur. Des
études ont permis d’identifier les
séquences consensus permettant la fixa-
tion de ces protéines. Se fixant sur des
¢léments de réponse PRE et TRE,
médiateurs d’un état silencieux pour les
PcG ou actif pour les TrxG, de la chro-
matine, ces complexes protéiques cons-
tituent la mémoire de ces régulations au
cours des divisions cellulaires et ainsi
d’en contrdler 1’héritabilité épigéné-
tique (Schwartz et Pirrotta 2007).

Chez les vertébrés, ces protéines
régulent aussi les génes Hox mais sont
en plus impliquées a la fois dans la
régulation de la prolifération cellulaire
(Martinez et Cavalli 2006), dans I’iden-
tit¢ des cellules souches (Sparmann et
van Lohuizen 2006), dans les processus
de I’empreinte parentale et dans ’inac-
tivation du chromosome X chez la
femelle.

2.4/ Les ARN non-codants

Dans le monde des ARN, les ARN
non-codants prennent une place de plus
en plus importante. Par définition, ils ne
codent pour aucune protéine et leurs
fonctions sont diverses (figure 2, Costa
2008, Mattick 2009). Depuis long-
temps, ARN ribosomiques (rRNA) et
ARN transfert (tRNA) étaient connus
pour leur implication dans la traduction.
Plus récemment, des ARN non-codants
de grande taille (long ncRNA) ont été
décrits comme régulateurs de 1’expres-
sion de grands domaines chromoso-
miques (ex : Xist dans I’inactivation de
I’X chez la femelle ; AIR ou LITI régu-
lateurs de [D’empreinte parentale).
D’autres sont impliqués dans la matura-
tion des ARN : les petits ARN nucléai-
res (SnRNA pour small nuclear RNA)
interviennent dans 1’épissage des
ARNm et les petits ARN nucléolaires
(snoRNA pour small nucleolar RNA),
localisés dans le nucléole, permettent la
maturation des ARNr. Découverts dans
les années 90, les ARN interférants
(siRNA pour small interfering RNA)
contribuent a la dégradation des ARNm
et les micro ARN (miRNA) constituent
un groupe d’importants régulateurs de
la traduction. Un exemple en est donné
par deux récentes études montrant que
le miRNA miR-302 est capable a lui
seul de reprogrammer des cellules en
cellules embryonnaires souches pluri-
potentes, a la maniére des facteurs de
transcription Oct4, Sox2 et Nanog
(Barroso-del Jesus et al 2009). Enfin,
des ARN interagissent avec les protéi-
nes PIWI, responsables notamment de
la stabilité du taux de divisions cellu-
laires dans la lignée germinale et tres
conservées au cours de 1’évolution des

Figure 2. Présentation du monde des ARN dans la cellule eucaryote (d’apres Gabory 2008).
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especes. Ces piRNA (pour piwi inter-
acting RNA) sont spécialisés dans la
protection des génomes contre les ¢lé-
ments transposables et de récentes étu-
des proposent méme une coopération
entre les voies liées aux piRNA et la
méthylation de I’ADN dans la lignée
germinale de mammiféres (Aravin et
Bourc’his 2008).

La contribution des ARN non-
codants, en particulier des petits
ARNs, dans la transmission des
marques épigénétiques de génération
en génération a été €légamment mise
en ¢évidence chez les plantes (Mallory
et Vaucheret 2006, Molinier et al
2006) ou le processus de paramuta-
tion, défini comme le transfert a tra-
vers la méiose d’un état épigénétique
acquis, implique des petits ARN (Suter
et Martin 2010).

3 / Flexibilité et stabilité des
marques épigénétiques

Les marques épigénétiques que nous
venons de présenter contribuent a la fois

a I’engagement de la cellule vers un
type cellulaire bien défini et au maintien
de son identité au cours du processus de
différenciation. Les dérégulations épi-
génétiques peuvent aboutir a de graves
pathologies illustrées par divers syndro-
mes chez I’Homme ou a des phénotypes
trés particuliers chez les animaux
domestiques.

Voyons ici quelles sont les évidences
démontrant la dualité des marques épi-
génétiques : flexibilité et stabilité.

3.1 / Flexibilité au cours de la
différenciation cellulaire

Par flexibilité, nous entendons ici la
réversibilité et apposition de nouvelles
marques. La nécessité de marques épi-
génétiques flexibles, dont les effets se
manifesteront sur le long terme, est bien
mise en évidence au début du dévelop-
pement embryonnaire et feetal (Reik
2007).

Juste apres la fécondation, les patri-
moines génétiques maternel et pater-
nel, encore séparés a 1’état de pro-
noyaux au sein du cytoplasme de

I’ovule, subissent des modifications
épigénétiques profondes (figure 3) qui
vont permettre d’exprimer trés rapide-
ment les génes responsables du pro-
gramme de développement embryon-
naire. L’étape de 1’activation du
génome nouvellement formé est a cet
égard cruciale. Elle est associée a une
déméthylation des génomes (paternel
et maternel compléte ou partielle selon
les espéces considérées), a une méthy-
lation de I’histone H3 sur les résidus
lysine 27 et 9 plutdt associée a une
répression transcriptionnelle et a 1’in-
tervention des protéines Polycomb.
L’évolution de ces marques, en fonc-
tion du pronucléus ou du stade du
développement, est représentative de
la flexibilité des processus épigéné-
tiques nécessaires a 1’identité ulté-
rieure des cellules (Beaujean et al
2005).

Plus tard, a partir du stade 4 cellules,
une distribution  asymétrique  des
marques ¢€pigénétiques précede les
modifications d’activité des genes
(Torres-Padilla 2008). Elle conduit les
cellules issues des deux premicres divi-
sions de I’ceuf a s’engager dans les

Figure 3. L'évolution du profil de plusieurs marques épigénétiques au tout début du développement de I'embryon de souris est
maintenant bien connue grace aux travaux de plusieurs laboratoires dont en France le laboratoire de Biologie du développement
et Reproduction (INRA, Jouy-en-Josas ; Adenot et al 1991, Beaujean et al 2005).

Les embryons sont collectés in vivo chez la souris de la fécondation au stade blastocyste. Les embryons sont fixés et analysés
par immunohistochimie en utilisant différents anticorps.

A. Chronologie de la fécondation a la premiére mitose.

Juste aprés la fécondation, pronucléus paternel (P) et maternel (M) sont identifiables ; leur évolution au cours du temps permet
de caractériser des stades particuliers de développement (de PN1 a PN5).

Fécondation 6 9 15 19 Heures
T | | | | ,
Q 0 O 0 ® 0O
/) \
PN1 PN2 PN3 PN4 PN5 Mitose

B. Suivi de l'acétylation de la lysine 5 de I'histone H4.

L’évolution de I'acétylation de la lysine 5 sur I'histone H4 a été suivie a ces différents stades. Chez la souris, aucune acétylation
de la lysine 5 de I'histone H4 n’est détectée avant la fécondation ni dans le spermatozoide ni dans I'ovocyte mature. Dés la péné-
tration du spermatozoide, un marquage apparait et s’amplifie avec la décompaction du pronucléus paternel. Peu a peu, le mar-
quage apparait aussi dans le pronucléus maternel. Au moment de la premiére mitose, les marquages dans les deux pronucléus
sont équivalents.

/p
M

PN = Pronucléus ; M = Maternel ; P = Paternel
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C. Suivi de la méthylation sur les lysines 9 et 27 de I'histone H3 et de la méthylation au cours du développement.

Juste aprés la fécondation, la lysine 9 de I'histone H3 est majoritairement tri-méthylée (H3K9me3) dans le génome maternel. Dés
le stade 2 cellules, le marquage H3K9me3 est d’intensité équivalente dans les deux génomes parentaux et est maintenu par la suite
dans tous les blastoméres sous forme de ponctuations correspondant aux régions d’hétérochromatine condensée. La marque
H3K9me3 est aussi associée a la répression transcriptionnelle des génes.

Le marquage H3K27me1 (lysine 27 de I'histone 3) est quant a lui distribué uniformément dans I'ensemble des noyaux et signe une
activation transcriptionnelle.

Chez la souris, la méthylation de 'ADN (en vert) des noyaux parentaux se perd avec une déméthylation active du noyau paternel
et passive du noyau maternel. Au stade blastocyste, les cellules de la masse interne (ICM) présentent un plus fort taux de méthy-
lation que les cellules du trophectoderme (TE). Les noyaux cellulaires sont marqués en présence d’lodure de propidium (rouge).

1 cellule 2 cellules 4 cellules 8 cellules 16 cellules

ADN H3K9me3

ADN/H3K27me1

Méthylation de FADN ADN

choix décisifs qui dicteront leur deve-
nir : alors que les cellules placées au
ceeur de la petite masse embryonnaire
en développement (la masse cellulaire
interne) restent encore a 1’état indif-
férencié, celles qui se retrouvent en
périphérie  formeront le premier
épithélium de I’organisme (le trophecto-
derme) qui participera aux tissus extra-
embryonnaires destinés a établir les
premiers contacts cellulaires avec 1’or-
ganisme maternel (figure 4).

Ces deux exemples montrent bien que
les changements dans le patron d’ex-
pression des génes sont orchestrés par
des modifications épigénétiques et que
celles-ci interviennent trés tot au début
de I’embryogenése. Leur role est aussi
important plus tard, lors de la diffé-
renciation des cellules de la masse cel-
lulaire interne qui préceéde la morpho-
gengse.

Inra Productions Animales, 2010, numéro 1

Les expériences de transfert de
noyaux somatiques dans des ovules
énucléés (clonage, Vignon et al 2008)
ou encore les récents travaux démon-
trant que des cellules banales comme
des fibroblastes peuvent, sous certaines
conditions de culture étre, conduites a
redevenir des cellules pluripotentes
(cellules iPS, Takahashi et Yamanaka
2006), montrent bien que ces marques
épigénétiques peuvent étre réversibles
et que le micro-environnement du
noyau est essentiel a la reprogramma-
tion des activités cellulaires. Ces don-
nées de la recherche ont modifié¢ la
représentation que nous nous faisions
encore récemment de la plasticité de
fonctionnement du génome. Mais les
taux de succes du clonage sont faibles et
I’induction en culture du caractére plu-
ripotent a partir d’une population de cel-
lules différenciées n’est obtenue que
pour moins de 1% d’entre elles. En

Blastocyste

outre la complexité des modifications
épigénétiques augmente rapidement
avec le développement et leur repro-
grammation reste le plus souvent par-
tielle : les marques ¢épigénétiques
forment assez tot au cours de I’embryo-
gengse, une barriere épigénétique dont
le franchissement conditionnera les
caractéristiques morphologiques de
I’embryon, puis celles du feetus
(Hayashi et al 2008).

3.2 / Stabilité des marques épi-
génétiques : I’exemple des
génes a empreinte parentale

Chez les mammiferes, les génomes
parentaux ne sont pas fonctionnelle-
ment équivalents mais porteurs d’in-
formations différentes indispensables
au développement de 1’organisme
(figure 5, Gabory et Dandolo 2005).
L’empreinte parentale correspond a
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Figure 4. Le développement d’un organisme du stade zygote a 'adulte est une succession de phases de reprogrammation et
de différenciation.

Les changements dans I'expression des génes sont dictés par des facteurs de transcription et des modifications épigénétiques.
Cela impose une mémoire cellulaire héritable orchestrant un déterminisme cellulaire vers un lignage ou un autre. La premiére
phase de différenciation concerne le stade blastocyste avec la mise en place de deux lignages différents, le trophectoderme (TE)
et la masse cellulaire interne (ICM) qui donneront respectivement les annexes extra-embryonnaires et 'embryon. La méthyla-
tion de 'ADN et les modifications post-traductionnelles des histones présentent une asymétrie entre ICM et TE. Il est aujour-
d’hui possible chez la souris de proposer un modele de régulations géniques impliqué dans cette premiére phase de différen-
ciation. Au cours de la transition entre morula et blastocyste, une méthylation de novo est préférentiellement établie dans I'lCM.
Dans le TE, le promoteur du facteur de transcription EIf5 est non méthylé et transcriptionnellement actif de par la possibilité de
la fixation d’'un facteur de transcription TE-spécifique, Cdx2. Le facteur EIf5 renforce alors un feedback positif activant a son tour
le promoteur du géne Cdx2. La transcription de Nanog, Sox2 et Oct4 est alors inhibée, 'ensemble de ces régulations permet-
tant le maintien d’'un patron d’expression génique spécifique de I'identité TE.

Dans P'ICM, la méthylation du promoteur du géne EIf5 en inhibe la transcription et bloque la mise en route de la boucle de régu-
lation TE-spécifique. Le promoteur du géne Cdx2 est quant a lui enrichi en marques épigénétiques du code des histones répres-
sives le rendant silencieux. En revanche, les promoteurs des génes Nanog, Sox2 et Oct4 sont enrichis en marques activatrices
permettant une expression massive de ces genes de la pluripotence.

Ovocyte

o TROPHECTODERME ICM
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> Facteur de transcription
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une apposition de marques épigéné-
tiques au cours de la gamétogeneése,
marques différentes chez le male et la
femelle, transmissibles au cours des
mitoses apres la fécondation conférant
une inactivation de 1’allele paternel ou
maternel (figure 6). Ce silence trans-

criptionnel est opérationnel de maniére
compléte ou partielle, dans certains tis-
sus ou a certains stades du développe-
ment.

En isolant, par croisements chez la
souris, les individus issus de transloca-

tions Robertsoniennes (recombinaison
par fusion centriques a la méiose de
deux chromosomes acrocentriques), une
carte des principales régions chromoso-
miques non équivalentes en fonction de
leur origine, paternelle ou maternelle, a
été établie ainsi qu’une liste d’une cen-
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Figure 5. Les expériences visant la reconstitution d’embryons diploides gynogéno-
tes et androgénotes menées dans les années 1980 ont permis d’établir la non équi-
valence des génomes parentaux (Surani et al 1984, McGrath et Solter 1984).

Ainsi, des zygotes sont collectés chez la souris juste aprés la fécondation

; un des

pronucléus est 6té et remplacé. Deux pronucléus d’origine maternelle sont placés
dans les embryons gynogénotes, deux pronucléus d’origine paternelle dans les
embryons androgénotes. Aprés implantation dans des femelles pseudogravides, les
embryons gynogénotes et androgénotes dégénérent mais présentent des phénoty-
pes différents. Les embryons gynogénotes accédent au stade 25 somites et présen-
tent des annexes extra-embryonnaires atrophiées. Les embryons androgénotes ne
dépassent pas le stade 9 somites, ont un développement retardé et pourtant présen-
tent des annexes extra-embryonnaires trés développées. La présence des génomes
maternel et paternel est donc indispensable au bon développement foeto-placentaire.

Fécondation

® @ C

Enucléation d’'un pronoyau

’_‘

o

@-0

Introduction d’un 2éme pronoyau

o az

Transplantation dans une souris pseudogestante

«Reconstitué»
viable

taine de génes, pouvant prétendre a I’ap-
pellation de geénes soumis a I’empreinte
parentale  (http://www.har.mrc.ac.uk/
research/genomic_imprinting, Cattanach
et al 2004). Méme si cette liste n’est pas
exhaustive (les analyses in silico donne
une prédiction d’environ 600 génes,
Luedi ef al 2007), les génes soumis a
empreinte et par définition a expression
allele spécifique, ne représentent qu’une
fraction faible du génome. Mais les pro-
cessus épigénétiques impliqués dans leur
régulation pourraient concerner un nom-
bre bien plus important de geénes : en
effet une expression monoallélique aléa-
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toire (et non alléle spécifique) est obser-
vée pour de nombreux autres genes
(récepteurs olfactifs, génes du systéme
immunitaire...) soulignant 1’importance
du dosage génique.

a) Place de [’empreinte parentale
dans les stratégies reproductives

Si I’on se réfere aux fonctions des
geénes, il apparait que tous les geénes
d’expression paternelle codent des pro-
téines dont le role est de réguler positi-
vement la demande du feetus et 1’apport
par le placenta de nutriments, favorisant
ainsi la croissance du feetus et donc une

descendance vigoureuse (figure 7). En
miroir, les génes d’expression maternel-
le codent des protéines clairement asso-
ciées a une modération voire une inhibi-
tion de ces fonctions trophiques
placentaires, garante non seulement de
la gestation en cours, mais aussi des
gestations a venir et de la santé de la
mere. Cette opposition entre deux fonc-
tions que d’aucuns se plaisent a repré-
senter comme un «conflit parentaly, fait
appel a des mécanismes de marques épi-
génétiques différentielles selon la com-
posante parentale du génome. Elle peut
étre considérée comme le reflet d’une
différence fondamentale dans la straté-
gie de reproduction des individus males
et femelles.

b) Les marques épigénétiques de
I’empreinte parentale et leurs altéra-
tions

La méthylation all¢le-spécifique des
centres d’empreinte (pour Imprinting
Center Region) ou DMR (pour
Differentially Methylated Regions)
concerne des régions inter-géniques et
des régions promotrices. La méthylation
allélique spécifique de ces régions est
responsable de I’empreinte de tout un
locus de par la fixation de facteurs de
type «silencers» (répresseurs), de type
«enhancer» (activateurs) ou encore de
type «insulateurs» (isolateurs).

Si nous présentons ci-dessous plus en
détail les mécanismes épigénétiques qui
régulent ’activité des geénes a ce locus
chez la souris, c’est d’abord parce qu’il
a pu étre démontré que leurs altérations
peuvent conduire occasionnellement a
des phénotypes d’intérét chez des mam-
miferes d’élevage. Mais c’est aussi pour
montrer que ces mécanismes deviennent
accessibles a des analyses moléculaires
trés fines. C’est un point important. En
effet, les phénotypes a empreinte paren-
tale qui dépendent du sens du croise-
ment, c'est-a-dire de 1’utilisation de
femelles ou de males porteurs de 1’alté-
ration, peuvent étre (relativement) faci-
lement décelés et les modifications épi-
génétiques sous-jacentes décryptées
malgré leur complexité moléculaire. La
situation est trés différente pour les alté-
rations €pigénétiques qui n’impliquent
pas I’empreinte parentale. Disposer de
données moléculaires pour le criblage
épigénétique d’animaux manifestant des
phénotypes particuliers (phénotypes
extrémes) pourrait révéler une fréquence
inattendue d’altérations qu’il deviendrait
alors important de pouvoir suivre sur
plusieurs générations.

Le locus Igf2/H19, objet de nombreu-
ses ¢études génétiques chez la souris
(Lopes et al 2003, figure 8A), est deve-
nu un paradigme de ’empreinte paren-
tale. Les mécanismes moléculaires
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Figure 6. L'empreinte parentale nécessite I'apposition de marques différentielles sur chacun des alleles, maternel et paternel.

Au cours du développement feetal, le génome des cellules germinales primordiales subit un écrasement complet de toutes les
marques épigénétiques au moment de la colonisation des futures gonades. En fonction du sexe de 'embryon, spermatogenése ou
ovogenése démarrent. Ainsi au stade spermatogonie, tous les alléles paternels (P) ont acquis des marques épigénétiques, c'est-a-
dire avant la naissance de I'individu méale. Chez la femelle, I'acquisition des marques épigénétiques est plus tardive et s’effectue au
cours de la maturation de I'ovocyte. Les marques ainsi différentiellement apposées sont conservées apres la fécondation, lues et
maintenues dans les cellules somatiques de I'embryon et de ses annexes extra-embryonnaires jusqu’au stade adulte.
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Figure 7. lllustration du concept du «conflit parental».

Les génes d’expression paternelle (exp P) sont favorables au développement foeto-placentaire alors que les génes d’expres-
sion maternelle (exp M) ont tendance a le modérer. Le géne ZAC (exp M) code un facteur de transcription capable de co-régu-
ler transcriptionnellement les genes IGF2 (exp P) et H19 (exp M). Le géne H19 code un ARN non-codant qui semble réguler
transcriptionnellement et post transcriptionnellement le géne IGF2. IGF2 et H19 présentent une expression allélique en miroir
régulée épigénétiquement (cf. figure 8A et B). Le géne IGF2R (exp M) code le récepteur IGF de type 2 c'est-a-dire un récepteur
membranaire associé au systeme des lysosomes et fonctionnant comme un régulateur négatif de la biodisponibilité d’IGF2.
Enfin, SLC22a2 (exp M) est un géne qui code pour un transporteur de nutriments qui est directement régulé par IGF2. L'équilibre
des forces exercées par ces différents partenaires est garant d’'un développement foeto-placentaire harmonieux.
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Figure 8. Régulations de I'expression mono-allélique des genes Igf2 et H19, chez la souris.

A. Modéle linéaire. Le locus Igf2/H19 met en jeu plusieurs régions différentiellement méthylées (DMRO, DMR1 et DMR2 pour
le géne Igf2 et H19 DMR ou centre d’empreinte (ICR) pour le géne H79), des régions stimulatrices ou «enhanceurs» (E) en 3’
de H19, des éléments régulateurs activateurs (A) ou inhibiteur (S). Le géne Igf2 peut étre transcrit a partir de plusieurs promo-
teurs (PO, P1, P2, P3) tissu- et stade-spécifiques. Sur I'allele paternel, la transcription du géne Igf2 est favorisée par I'interaction
préférentielle des enhanceurs sur les promoteurs et par I'action d’'un élément activateur se fixant sur la DMR2 méthylée. Le gene
H19 n’est pas transcrit. Sur 'alléle maternel, la fixation de la protéine CTCF sur 'lCR H19, sert d’insulateur favorisant les inter-
actions de I'enhanceur avec le promoter de H19, les promoteurs du géne Igf2 n’étant plus accessibles.
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B. Modeéle spatial. De récentes expériences de capture de I'architecture de la chromatine ont permis de révéler des interactions
physiques entre différentes régions génomiques via des différents facteurs. Sur 'alléle maternel, la fixation du CTCF sur I'lCR
non méthylée favorise des interactions avec la DMR1 non méthylée et une région génomique MAR3 aboutissant a la formation
d’une boucle de chromatine inactive dans laquelle se trouve le géne IGF2. Sur I'alléle paternel, 'ICR méthylée interagit avec la
DMR2 et une région génomique MAR2 fermant cette région de chromatine a la transcription. Un rapprochement physique entre
I'enhanceur (E) la polymérase Il (Pol Il) et les promoteurs du géne IGF2 est alors physiquement possible.
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responsables de I’expression mono-alle-
lique en miroir des génes Igf2 et HI9
sont maintenant bien décortiqués. Leurs
altérations conduisent généralement
a des dérégulations délétéres, avec
des syndromes pathologiques chez
I’Homme (Syndrome de Beckwith-
Wiedeman et de Silver Russel).

Le centre d’empreinte est situé 2 kb
en amont du site d’initiation de la trans-
cription du géne H/9 murin. Sur I’all¢le
maternel, ce centre d’empreinte est non
méthylé et fixe une protéine nucléaire
en doigt de zinc, le CTCF. CTCF agit
comme une véritable barriére physique,
favorisant les interactions entre les
«enhancers» positionnés en 3’ du gene
HI9 et le promoteur, favorisant une
transcription a partir de 1’alléle maternel
et bloquant toute interaction avec les
promoteurs du geéne Igf2. Sur [’allele
paternel, la méthylation du centre d’em-
preinte inhibe la fixation de CTCF et
libére 1’accessibilité des promoteurs
d’IGF?2 assurant ainsi la transcription de
ce geéne a partir de I’alléle paternel. La
méthylation de I’ ADN contrdle donc de
maniére alléle-spécifique la transcrip-
tion de deux génes situés dans un locus
de 100 kb, démontrant la possibilité de
régulation a distance. De trés récentes
études ont aussi démontré qu’il était
nécessaire d’imaginer une plasticité de
la molécule d’ADN caractérisée par des
repliements de petites régions chromo-
somiques. Les contacts physiques entre
les différents partenaires/régions en
fonction de leur état de méthylation dic-
tent des repliements locaux de la chro-
matine et la formation de boucles
responsables de [’enfermement des
genes dans un silence transcriptionnel
(figure 8B). L’architecture locale de la
chromatine participe donc activement a
la lecture du génome (Murell et al
2004, Qiu et al 2008).

Tableau 2. Historique du locus IGF2 dans I'hypertrophie musculaire chez le porc.

Amarger et af (2002)

1999-2000 : Localisation d'un QTL affectant la masse musculaire sur
le chromosome 2p1.7, locus synthénique du chromosome 11p15
humain et du chromosome 7 murin
Croisement Large White x Pietrain, Nezer et al (1999)

Croisement Sanglier x Large white, Jeon et al (1999)
Croisement Landrace x Large White, de Koning et a/ (2000)
2002 : Implication du gene /GF2 dans le phénotype d hypermuscularité

2003 : |dentification d'une mutation d’'un seul nucléotide G—A dans l'intron
3 du gene /IGF2, Van Laere et af (2003)

2004 : Identification d'un transcrit /GF2 antisens dont la transcription est
modifiée par la mutation, Braunschweig et a/ (2004)

Chez ’Homme, ce locus est impliqué
dans les syndromes de Beckwith-
Wiedemann (BWS) et de Silver Russel
(SRS). Les manifestations morpholo-
giques de ces deux syndromes sont en
miroir. Pour les BWS, une organoméga-
lie feetale est associée a une hypertro-
phie placentaire. A contrario, le SRS
présente un retard de croissance feetal
important associ¢ a une hypotrophie
placentaire. Des altérations soit de type
génétique unidisomie parentale, soit de
type épigénétique aboutissent a une
perte de D’empreinte parentale. Cela
conduit a une expression bi-allélique du
gene /GF2 ou en miroir a une perte tota-
le d’expression dictant dans les deux cas
des perturbations importantes du déve-
loppement du feetus.

¢) Empreinte parentale et caracteres
phénotypiques complexes en élevage

Les deux exemples ci-dessous
démontrent 1’importance de la con-
naissance des régulations épigéné-
tiques et de I’empreinte parentale
dans [I’héritabilit¢ d’un caractére
d’élevage, en ’occurrence la réparti-
tion et le développement des masses
musculaires valorisables en race a
viande.

Tableau 3. Le locus Callipyge en quelques dates.

Chez le porc, il avait été identifié sur
le chromosome 2, un QTL paternelle-
ment exprimé affectant la masse muscu-
laire et le dépot de gras (Nezer et al
1999) qui fut restreint ensuite a une
région de 250 kb contenant le locus
IGF2-H19 (Nezer et al 2003, Van Laere
et al 2003, Braunschweig et al 2004).
L’implication du facteur protéique IGF2
dans la myogenése étant bien connue,
le géne /GF?2 a fait I’objet d’une atten-
tion particuliére mais aucune mutation
n’a été trouvée dans les régions codan-
tes (Nezer et al 1999). En fait, il est
démontré qu’une mutation dans I’in-
tron 3 du géne /GF2 (3072G = A) inhi-
be la fixation d’un facteur agissant en
trans, spécifique du muscle, fonction-
nel seulement aprés la naissance mais
non identifié a ce jour. Ceci a pour
résultat, que 1’animal qui hérite de son
pere la mutation (3072G = A) a trois
fois plus d’ARNm /GF2 dans ses mus-
cles ce qui en augmente le développe-
ment et limite le dépdt de graisse
(tableau 2).

L’histoire du phénotype «Callipyge»
chez le mouton démarre en 1983 par
la naissance d’un agneau porteur
d’une hypertrophie musculaire des mus-

1983
1994 :

Cockett et af (1994)
1996 :

Cockett et af (1996)
2001

2002
Freking et af (2002)
2006 :

Murphy et af (2006)
2006
Vuocolo ef af (2006)
2010:

Byrne K et a/ (2010)

- Naissance d'un agneau avec une hypertrophie musculaire
Localisation chromosomique du locus Callipyge chez l'ovin sur la partie telomerique du Chromosome 18,
région synthénique du chromosome 14q32 chez 'Homme et du chromosome 12 chez la souris.

Mise en évidence d’'une transmission non mendélienne du phénotype Callipyge. Seule une transmission
paternelle de la mutation conduit a ce phénotype.

. Identification de 6 genes soumis a I'empreinte parentale au sein du locus Callipyge (250 kb) et mise en
evidence d’'une regulation coordonnée de leur expression sans perturbation de 'empreinte.
Charlier et a/ (2001b), (2001a)

. Identification de la mutation d'un seul nucléotide A—G causant le phénotype Callipyge.

Identification d'un transcrit CLPG1, dont I'expression est mono allélique chez I'adulte et strictement liee a la
présence de la mutation sur ['allele exprimeé.

. Identification d’'un réseau de génes dont I'expression contribue a I'hypertrophie chez les ovins callipyge.

Identification en utilisant des approches immunologiques et de spectrométrie de masse, d’'une protéine PEG11
uniguement présente dans les extraits de muscle adulte Callipyge.
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Figure 9.

A. Représentation schématique du locus DLK1/GTL2 chez l'ovin.

Ce locus est situé sur le chromosome 18 chez I'ovin, synthénique du chromosome 12 chez la souris. Chez I'ovin comme chez la sou-
ris, Begain, DLK1, DAT, RTL1/PEG11 et DIO3 sont exprimés a partir de I'allele paternel et GTL2/MEG3, MEGS8 et 'antisens AS RTL1 a
partir de I'allele maternel. CLPG a normalement une expression bi-allelique. Les fleches indiquent le sens de transcription des genes.

Pat [0 om0 ® . w1 o mm

AS RTL1
YY1 WARS Begain DLK1 DAT CLPG GTL2/MEG3 RTL1/PEG11

Multiple MEG8 DIO3

miRNAs
Mat | RO 0 KON e oo o D o X 1 [T T [T T ]
L < 2 0 S = S S
@ !lot CpG méthylé [ Gene d’expression bi allelique mm Géne d’expression maternelle ?
O liot CpG non méthylé 3 Gene non exprimé B Gene d'expression paternelle Transcription

B. Modéle de régulation de I'expression des génes impliqués dans le phénotype Callipyge.

Dans le muscle squelettique postnatal normal (génotype MatA/Pat?), GTL2/MEG3, ARN non-codant, est exprimé a partir de l'alléle
maternel et inhibe en cis I'expression maternelle de DLK1. DLK1, exprimé tres faiblement et uniquement a partir de l'alléle paternel,
code une protéine trans-membranaire de la famille NOTCH/DELTA. CLPG1, est exprimé de maniére bi-allélique et les deux alléles sont
porteurs d’ilots CpG méthylés.

Quand la mutation, dont la position est indiquée par un triangle noir, est portée par I'aliéle maternel (génotype MatG/PatA), 'expression
de GTL2 et de MEG8 augmente fortement et I'expression de DLK1 diminue, suggérant une régulation négative en trans. CLPG1 est
alors exprimé de maniére mono-allélique a partir de I'alléle maternel du fait d’'une déméthylation partielle de l'ilot CpG situé en amont
du site de transcription. Aucune altération du phénotype n’est constatée.

Quand la mutation est portée par I'alléle paternel (génotype MatA/PatC), les animaux sont tous de phénotype «Callipyge». La mutation
entraine une surexpression de DLK71 et PEG11, et une augmentation limitée de GTL2 et MEG8. CLPG1 est alors exprimé a partir de
I'alléle paternel qui présente une hypométhylation.

Chez les individus homozygotes pour la mutation, (génotype MatG/Pat®), les effets sur I'alléle maternel sont équivalents & ceux obser-
vés pour les porteurs hétérozygotes (génotype MatC / PatA), & savoir une surexpression de GTL2 et de MEGS. Sur l'alléle paternel, la
mutation augmente effectivement I'expression de DLK1 et PEG11, mais cet effet est tempéré par I'inhibition en trans exercée par les
fortes quantités de GTL2. CLPG1 est exprimé de maniére bi-allelique du fait de la perte de méthylation sur les deux alléles.
L'expression importante des génes DLK1 et PEG11 a partir de I'alléle porteur de la mutation est donc toujours associée a une perte de
méthylation dans la région intragénique DLK1/GTL2. Ces résultats suggérent que la mutation CLPG1 est responsable d’'une relaxation
locale de la chromatine permissive favorisant la transcription des géenes du cluster. En absence de cette mutation, dans le muscle sque-
lettique et en postnatal, la chromatine subit certainement une compaction répressive liée a son état de méthylation contrélant négative-
ment I'expression des génes du locus. DLK1, de par ses variations d’expression en fonction du génotype, du stade de développement
et de type de muscle, est un pertinent candidat comme premier effecteur dans le phénotype d’hypertrophie musculaire. PEG11, codant
un gene rétrotransposons-like, présente le méme patron d’expression mais son réle n’est pas connu. |l en est de méme pour 'ARN non
codant CLPG1. Des analyses transcriptomiques ont démontré que 375 transcrits étaient différentiellement exprimés dans le muscle
squelettique de phénotype Callipyge versus normal. Le modéle Callipyge est un modele unique d’étude des dérégulations de I'expres-
sion sans modification de 'empreinte, de génes et d’ARN non codant puisque le phénotype est non létal.

Phénotype Normal, Génotype Mat”/ Pat* Phénotype Callipyge, Génotype Mat”/ Pat®
A
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cles postérieurs. Avec beaucoup de
perspicacité, Michel Georges et son
équipe de 1’Université de Licge puis
Randy L. Jirtle et son équipe (tableau 3),
s’intéressent a ce phénotype et réalisent
qu’il ne répond pas a une transmission
mendélienne classique. Une patiente
enquéte moléculaire démontre que le
phénotype qu’ils nomment «Callipyge»
(littéralement, «belles fesses», en réfé-
rence & la déesse grecque de I’Amour,
Aphrodite Kallipygos) est un modele de
surdominance polaire et correspond a
une hypertrophie musculaire avec une
augmentation du diamétre et de la pro-
portion des fibres rapides manifeste des
la troisiéme semaine postnatale. La
transmission se fait par un héritage pater-
nel de I’alléle muté (figure 9A et B). En
fait, la mutation est située dans une
région soumise a I’empreinte parentale ;
elle intervient dans la régulation trans-
criptionnelle du locus, le locus
DLK1/GTL2 mais ne modifie pas I’em-
preinte. Une simple substitution d’un
nucléotide, A= G, au niveau du centre
d’empreinte du locus dans la région télo-
mérique du chromosome 18 ovin entrai-
ne la dérégulation de plusieurs geénes
soumis a l’empreinte parentale. Alors
qu’ils sont faiblement exprimés dans les
muscles squelettiques, DLK] et RTLI
sont fortement exprimés lorsque cette
mutation est portée par 1’alléle paternel.
Un nouvel ARN non-codant, CLPG1, est
identifié¢ dans la région ; son expression
est bi-allelique chez le feetus, et devient
mono-allélique dans le muscle adulte
(figure 13B). Chez les individus hétéro-
zygotes porteurs de la mutation sur un
des alleles, CLPGI n’est exprimé qu’a
partir de I’alléle muté (expression pater-
nelle pour les NormarmatCallipygera! et
expression  maternelle  pour les
Callipygema Normalret). Cependant,
CLPGI n’est pas exprimé chez les
homozygotes (Normalmat Normalrat et
Callipygemat Callipygerat). L expression
de CLPG]1 est exclusivement paternelle.
Les génes DLKI et RTLI, normalement
d’expression eux aussi paternelle sont
fortement régulés positivement alors que
les génes d’expression maternelle GTL2
et Rian se trouvent diminués. Récem-
ment, il a été montré que RTLI est en fait
un élément rétro-transposon codant une
protéine caractérisée par spectrométrie
de masse et uniquement exprimée dans
les extraits de muscle Callipyge mais
dont la fonction est encore inconnue
(Byrne et al 2010).

4 / Des marques épigéné-
tiques a la plasticité phéno-
typique : réponse ou adap-
tation aux modifications de
I’environnement ?

Les marques épigénétiques permet-

tent aux cellules de répondre a leur
environnement par un changement dans
I’expression de leurs geénes. Nous
venons de voir que tout en étant réversi-
bles, elles peuvent propager ces change-
ments de fagon stable au cours des divi-
sions des cellules dans un tissu. Selon le
type ou Dintensité des variations de
I’environnement mais aussi selon la
période du développement, ces varia-
tions pourront avoir des conséquences
sur I’ensemble de 1’organisme et affec-
ter son phénotype. Cette plasticité fonc-
tionnelle du vivant est bien une réponse
aux modifications de son environne-
ment. Ce type de réponse peut-il perdu-
rer sur plusieurs générations, voire
conférer un avantage adaptatif a 1’orga-
nisme ? Plusieurs travaux tendent a
apporter une réponse positive a cette
question ; c’est ce qu’illustrent les
exemples ci-dessous.

4.1 / Reine ou ouvriére ? Une
question épigénétique chez les
abeilles

Jusqu’a présent, nous savions que
devenir reine ou ouvriere chez les
abeilles était déterminé par I’alimenta-
tion... la gelée royale étant exclusive-
ment réservée aux larves dont le destin
était «de monter sur le trone». Bien que
reine et ouvrieres soient génétiquement
identiques, elles différent de manicre
marquée sur le plan morphologique et
physiologique, que ce soit dans leur
capacité de reproduction (les ouvriéres
sont stériles), leur durée de vie ou leur
comportement social au sein de la ruche
(figure 10). L’alimentation des larves
altére le patron d’expression des génes
impliqués dans la trajectoire développe-
mentale des individus (Barchuk et al
2007). La démonstration de I’implica-
tion de marques épigénétiques dans
cette altération a été mise en évidence
récemment en injectant un ARN inter-
férant spécifique du geéne de la DNA
methyltransférase 3 (DNMT3-ARNi) au
stade larvaire 1. L’expression de ce géne
apparait alors significativement mais
transitoirement diminuée au stade
larvaire 3 avec comme conséquence
majeure, dans 72% des cas, le dévelop-
pement d’adultes au phénotype de reine.
L’analyse de 1’état de méthylation d’un
autre gene, le géne dynactin p62 connu
pour étre impliqué dans le développe-
ment, montre que chez les larves trai-
tées par le DNMT3-ARNi, le patron de
déméthylation de ce géne est similaire a
celui des larves futures reines
(Kucharski et al 2008, Foret et al 2009)

Empécher [D’expression du géne
DNMT3 aun stade précis du développe-
ment larvaire ou modifier I’alimentation
par apport de gelée royale aboutissent a
la méme réponse moléculaire (hypo-
méthylation) et favorisent un dévelop-

pement plus important de structures tel-
les que le cerveau et les ovaires. Ce
résultat montre que la méthylation de
I’ADN peut contribuer via I’alimenta-
tion a un processus moléculaire fonda-
mental du développement qui, dans le
cas de ’abeille conditionnera le devenir
social de I’individu !

4.2 / Reprogrammation epigéné-
tique dictée par le comporte-
ment maternel

Chez le rat, il existe des variations sta-
bles de comportements maternels au
cours des premieres semaines de la lac-
tation qui ont pour conséquences des
altérations de la résistance au stress chez
les jeunes devenus adultes. En effet, les
jeunes adultes ayant bénéficié de soins
intenses et attentifs (HpLG pour High
pup Licking and Grooming) sont moins
craintifs et répondent modérément au
stress en comparaison avec des jeunes
adultes dont les méres présentent un
comportement maternel plus distant
(LpLG, pour Low pup Licking and
Grooming, Cameron et al 2008,
McGowan et al 2008). A la génération
suivante, les rattes issues de portées
LpLG, présentent un comportement
maternel LpLG. Cependant, lorsque des
adoptions croisées sont pratiquées des la
naissance, les jeunes adultes «nés
LpLG» mais élevés par des méres HpLG
sont résistants au stress et vice versa.

Ces résultats mettent en évidence une
empreinte maternelle pilotant la plasticité
du systéme neuro-endocrinien lié au
stress. Récemment, il a été montré
(Weaver et al 2004) que dans I’hypocam-
pe, structure cérébrale impliquée dans
I’intégration des informations de stress, le
gene du récepteur aux glucocorticoides
est plus méthylé au niveau des régions
promotrices, et donc moins exprimé chez
les rats LpLG que chez les rats HpLG.
Cette différence de méthylation est extré-
mement marquée dans les premicres
semaines de vie, persiste chez les adultes
mais est réversible puisque des petits
issus de rattes LpLG mais élevés par des
rattes HpLG, voient le taux de méthyla-
tion de ce géne diminuer. De plus, cette
modification épigénétique est associée a
une altération de I’acétylation des histo-
nes et a une modification de la fixation du
facteur de transcription NGFI-A. Toutes
ces marques peuvent étre reversées par
une infusion centrale d’inhibiteur spéci-
fique de la desacétylation.

Ces données démontrent sans ambi-
guité que 1’état épigénétique d’un geéne
peut étre établi selon une programma-
tion issue du comportement et que cet
état peut induire une modification du
comportement chez les descendants de
la premiere génération. Il peut étre com-
pletement reversé si cette program-
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Figure 10. Reine ou ouvriere ? Une question epigénétique chez les abeilles.

A. Développement chez 'abeille de I'ceuf, en passant par les trois stades larvaires (L1, L2, L3), le stade de nymphe puis I'appa-
rition de l'adulte.

B. Le dimorphisme de taille entre reine et ouvrieres est lié a des fonctions différentes au sein de la ruche et des capacités de
reproduction.

C. Schéma expérimental d’inactivation du gene DNMT3. Au cours de développement, I'apport de gelée royale au stade L3 per-
met le développement d’une reine.

Les injections de RNAI spécifiquement dirigé contre le géne DNMT3 est effectué au stade L1. La répression du géne DNMT3
maximale est observée entre les stades L2 et L3. Dans ce cas, 72% des larves ainsi injectées, présentent un développement
de type «Reine» en prenant la taille et surtout la présence de gonades fonctionnelles comme parameétres de référence.

A. Développement chez Pabeille B. Dimorphisme entre reine et ouvriére

L1 L2

L3

CEuf Larves

Nymphe Adulte

C. Inhibition de I'expression du géne DNMT3

Injection de RNA.

Introduction de la gelée royale

100% des adultes sont des reines

| |

]

1

L1 L2 u L3

Inhibition maximale
de I’expression du géne
DNMT3

>
Adultes

—

mation «épigénétique» est modifiée
(Weaver et al 2004).

Un ensemble intégré de modifications
de D’environnement du feetus, ici les
composantes du comportement ma-
ternel, peut donc induire une réponse
de type adaptative a la génération sui-
vante.

4.3 / Nutrition et programma-
tion feetale

De nombreuses études épidémiolo-
giques et expérimentales ont démontré
une forte influence de I’environnement
au cours de la vie intra-utérine sur le
développement feetal et sur la santé du
jeune adulte en devenir.

Inra Productions Animales, 2010, numéro 1

72% des adultes sont des
reines avec un développement
ovarien normal

Déméthylation géne spécifique
et CpG spécifique

Patron d’expression génique
equivalent a celui des larves
donnant des reines

Des arguments s’accumulent pour
considérer que le régime alimentaire
maternel, la composition corporelle, le
style de vie, I’exposition au stress sont
d’importants déterminants de la fonc-
tion placentaire et du développement
foetal (Gheorghe et al 2010). Le
concept selon lequel la nutrition mater-
nelle influence a long terme la santé de
la descendance dérive des études épidé-
miologiques de Barker et coll (Barker
2007). Ces études mettent en relief les
effets en Hollande, au cours de la secon-
de guerre mondiale, de la restriction
calorique et de la malnutrition sur le
développement feetal et la prévalence
des pathologies cardiovasculaires, du
diab¢te de type 2, des pathologies pul-
monaires et rénales et des troubles de la

personnalité dans la descendance

(Barker et al 2009).

Chez le rat, il a été démontré une rela-
tion entre stress foetal in utéro et restric-
tion alimentaire ou stress émotionnel
maternel et prédisposition aux patholo-
gies cardiovasculaires chez 1’adulte
(Gluckman et al 2008, Jansson et
Powell 2007). A 1’opposé, des condi-
tions nutritionnelles trop riches (régime
«cafétérian riche en lipides) appliquées
chez les méres peuvent induire des per-
turbations importantes du développe-
ment feetal avec un retard de croissance
et un petit poids de naissance et étre
associées a une prédisposition aux
pathologies cardiovasculaires et méta-
boliques chez le jeune adulte. Dans tous
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Figure 11. Effets multigénérationnels — Effets transgénérationnels.

Les conséquences sur la descendance de I'exposition de rattes a la vinclozoline au cours de la gestation illustre bien cette
notion. Pendant une fenétre de temps assez courte (de 8 jours a 15 jours postconception), les rattes considérées comme FO,
sont traitées a la vinclozoline par injections intraperitonéale. Le développement foetal est perturbé. En postnatal, la descendan-
ce, considérée comme F1, présente différentes pathologies. Chez les femelles, on observe une altération des gestations et sur-
tout une augmentation de I'apparition de tumeurs. Les méles sont les plus atteints avec une spermatogénese perturbée, une
apoptose des spermatogonies plus importante, une mobilité et une concentration spermatique amoindrie. Le temps d’exposition
a la vinclozoline au cours de la gestation correspondant justement a linitiation de la différenciation gonadique, il est aisé d’y
associer les altérations de la gamétogenése. La descendance de ces individus, la F2 ainsi que la F3 et la F4 (deux générations
n‘ayant pas été en contact avec la vinclozoline) présente les mémes symptomes, démontrant qu’un perturbateur endocrinien
peut induire des modifications de phénotype non seulement de maniére multigénérationnelle (de FO a F2) mais aussi de manié-

re transgénérationnelle (de FO a F4).

les cas, des altérations des marques €pi-
génétiques apparaissent étre au cceur de
cette «mémoire» d’un stress nutrition-
nel (Rosenfeld 2010).

4.4 / Perturbateurs endocriniens
et effets transgénérationnels

Les perturbateurs endocriniens sont
des produits chimiques trés variés pré-
sents dans 1’environnement, qui affec-
tent les fonctions endocriniennes en
mimant les actions des hormones, en les
bloquant, en altérant la signalisation
intracellulaire ou en perturbant la syn-
thése hormonale (Skinner et al 2008).
L’exposition a certains perturbateurs
endocriniens, tels que le bisphenol-A
(BPA), le dichlorodiphenyltrichloro-
éthane (insecticide mieux connu sous le
nom de DDT), le diethylstilbestrol
(DES) ou la vinclozoline, au cours de
la vie embryonnaire, influencent plus
particulierement la reproduction et la
fertilit¢ de I’adulte. Dans le cas de la
vinclozoline, ces effets se manifestent
sur plusieurs générations. L’exposition
de rattes femelles gravides (F0) a ce
perturbateur endocrinien (entre 8 et 15 j

FO : Les femelles sont exposées a la vinclozoline

pendant la gestation

FO

touchée.

F2.

La génération F3 est la premiére génération a ne pas
avoir été en contact avec la vinclozoline.

de gestation, une exposition plus tardi-
ve n’a pas d’effet), altére la fertilité et
la fréquence d’apparition de patholo-
gies chez les descendants. Chez les des-
cendants femelles, la fertilité est peu
affectée mais différents types de
tumeurs apparaissent (Nilsson et al
2008). Chez les males, une baisse de la
fertilité¢ due a un défaut de spermatogé-
nese est transmissible aux générations
suivantes, jusqu’en F4, ce qui peut étre
considéré comme une transmission
transgénérationnelle (Anway et al
2006, figure 11). Les analyses d’ex-
pression des geénes testiculaires chez les
feetus (a 16 j post-fécondation), démon-
trent au moins pour les deux premiéres
générations, que les modifications de
patrons d’expression des genes induites
par I’exposition a la vinclozoline sont
les mémes. Mais la majorité des genes
présentent une expression quasi norma-
le chez les embryons de la troisiéme
génération. De maniére étonnante, les
genes les plus touchés sont ceux codant
pour des enzymes impliqués dans les
modifications épigénétiques (Anway et
al 2008). Dans ce modele expérimental,
la relation directe entre les modifica-

F1 : La vinclozoline altére le développement des
foetus in utéro et modifie le développement des
gonades des males. La lignée germinale est

Devenus adultes, les males F1 transmettent les
altérations par leurs gamétes a leur descendance

Effets

Multigénérationnels

Transgénérationnels

J

tions de la méthylation de I’ADN et
celles de I’expression génique est enco-
re controversée (Inawaka et al 2009,
Stouder et al 2009). En revanche, dans
le cas d’une exposition aux phyto-
oestrogenes (Lyn-Cook et al 1995) ou
au DES (Li et al 2003), des altérations
de la méthylation de certains loci est
bien démontrée.

Des données actuelles de la littératu-
re il ressort : i) I’importance de la fe-
nétre d’exposition, en fonction du
moment de I’exposition aux perturba-
teurs endocriniens, les effets sur la des-
cendance peuvent étre tout a fait diffé-
rents, i) les différences de phénotype
en fonction du sexe des descendants,
les males présentant une plus grande
sensibilit¢ du moins pour 1’aspect
reproduction enfin iii) une transmis-
sion sur quelques générations mais qui
s’estompe ensuite. Les cas rapportés a
ce jour font état de trois ou quatre
générations, ce qui peut étre interprété
différemment et analysé en terme
respectivement de transmission multi-
générationnelle ou de transmission
transgénérationnelle (figure 11).
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Les données présentées ci-dessus
montrent que des modifications d’acti-
vités géniques induites au niveau cellu-
laire par les marques épigénétiques
contribuent aux variations phénoty-
piques. Ces marques sont impliquées
dans 1’¢laboration de caractéres phéno-
typiques complexes et peuvent exercer
leurs effets sur quelques générations
mais aussi étre effacées.

5 / Modeles d’études : des
vrais jumeaux humains aux
clones bovins

La transmission «sur quelques géné-
rations» seulement distingue 1’hérédité
épigénétique de 1’hérédité génique.
Ecartant ici la question fondamentale du
role évolutif de cette hérédité «molley
dont une meilleure connaissance des
mécanismes moléculaires conduit a
enrichir 1’héritage de la pensée
Darwinienne (Jablonska et Lamb 2002),
intéressons-nous a une question plus
finalisée : comment, a partir de I’analy-
se des phénotypes et dans une démarche
de sélection, faire la part entre les
variations inter-individuelles dues
au polymorphisme des séquences
d’ADN (polymorphisme allélique) et
celles dues a des modifications épigéné-
tiques ?

Cette question regoit un début de
réponse chez Arabidopsis thaliana ou
des variants épialléliques identifiés par
le niveau de méthylation variable de
séquences d’ADN pourtant identiques
apparaissent jouer un rdle important
dans I’héritabilité de la période de flo-
raison ou la hauteur de la plante
(Johannes et al 2009). Mais cette méme
question est encore trés peu documentée
chez I’animal. Elle est pourtant d’im-
portance pour une meilleure précision
de la sélection génétique de caractéres
d’élevage : chez une espéce comme le
bovin par exemple, ou 'intervalle de
génération est d’environ 4 a 5 ans, un
effet épigénétique altérant un caractére
d’intérét comme la fertilit¢ jusqu’a la
quatriéme génération (comme dans
I’exemple présenté ci-dessus avec le
rat) soit pendant quinze a vingt ans,
pourrait étre écarté dés la premicre
génération.

Pour évaluer la prévalence des varia-
tions épigénétiques dans une population
donnée et mesurer ensuite leurs effets
sur des caractéres complexes, les indivi-
dus génétiquement identiques sont
d’excellents modéles, toute différence
constatée dans leur biologie, physiolo-
gie ou comportement pouvant étre
potentiellement une conséquence direc-
te de l’intégration des informations
environnementales. De telles études ont
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a ce jour été conduites essentiellement
dans I’espéce humaine. La plupart des
paires de jumeaux monozygotes mani-
festent des discordances phénotypiques
(Cheung ef al 2003, Sharma et al 2005).
Récemment, il a été montré par 1’¢tude
de 160 couples de jumeaux monozygo-
tes dgés de 3 a 74 ans, que les jumeaux,
¢levés séparément ou ayant eu des
modes de vie trés différents (habitudes
nutritionnelles, activit¢é physique,
consommation de tabac, d'alcool et de
médicaments), présentent des profils
épigénétiques plus variables que ceux
de jumeaux ayant vécu ensemble plus
longtemps ou ayant partagé des envi-
ronnements et des expériences similai-
res (Fraga et al 2005) suggérant qu’une
part de ’influence du milieu pourrait
étre traduite en modifications épigéné-
tiques.

Ces données confirment bien que les
facteurs environnementaux peuvent
affecter la lecture du patrimoine géné-
tique d'un organisme et expliquer certai-
nes des différences en matiére de risque
de maladies révélées entre jumeaux
identiques. Des incidents épigénétiques
mineurs apparus au cours des phases de
différenciation cellulaire pourraient
expliquer les différences phénotypiques
qui permettent de distinguer les jeunes
jumeaux. Par la suite, de nouveaux
changements épigénétiques induits par
des facteurs environnementaux, aug-
mentent progressivement l'individualité
de chacun d’eux. L’altération de la
méthylation du géne HI9 chez une
jumelle monozygote souffrant du syn-
drome de Silver Russel alors que sa
jumelle est parfaitement saine
(Yamazawa et al 2008) en est une illus-
tration convaincante.

Chez les mammiféres d’élevage, les
animaux issus de clonage pourraient
devenir des modeles de recherche perti-
nents pour ces analyses, puisque ce
n’est pas une paire d’individus mais
plusieurs individus de méme génotype
nucléaire qui pourraient étre utilisés
dans les protocoles expérimentaux.

C’est le cas notamment avec les
bovins ou [I’efficacité du clonage est
sensiblement plus élevée que chez les
autres mammiféres d’élevage (environ
5%). Chez cette espece, il est possible
d’obtenir régulierement des lots de clo-
nes adultes a partir d’un génotype don-
neur d’intérét, alors méme que le taux
de succeés exprimé en nombre de veaux
viables par rapport au nombre d’em-
bryons transplantés, peut étre trés varia-
ble. La qualité¢ des productions de ces
animaux (lait, viande) n’est pas diffé-
rente de celles d’animaux témoins issus
de reproduction sexuée méme si pour
certains tissus de subtiles différences
peuvent apparaitre au cours du dévelop-

pement feetal mais s’estomper au cours
des premiers mois du développement
postnatal (Heyman et a/ 2007, Cassar-
Malek et al 2010).

Nous avons tiré bénéfice de cette
situation pour comparer le taux de
méthylation de I’ADN de bovins adul-
tes clonés. Pour cela nous avons mesu-
ré, a I’aide d’une technique trés sensible
d’électrophorese capillaire, le taux de
cytosines méthylées de I’ADN de leu-
cocytes circulants de 38 femelles adul-
tes issues par clonage de 9 donneuses
différentes, (donc de 9 génotypes diffé-
rents), réparties en autant de lots de 2 a
8 animaux génétiquement identiques,
ou pour le moins trés semblables
puisque dérivés du méme animal don-
neur (de Montera et al 2010). Les résul-
tats montrent que les variations indivi-
duelles entre animaux clonés de méme
génotype sont plus importantes que les
variations individuelles entre animaux
clonés de génotypes différents. La
variabilit¢ du taux global de méthyla-
tion de ’ADN est aussi plus grande
entre animaux clonés (issus du méme
génotype donneur) qu’entre jumelles
(figure 12).

Il ressort de ces travaux que les copies
génétiques obtenues en reprogrammant
en plusieurs exemplaires un méme
génome, grace au transfert de noyaux,
sont épigénétiquement tres différentes.
L’utilisation des animaux issus du clo-
nage permet une approche expérimenta-
le rigoureuse pour évaluer, toutes condi-
tions étant égales par ailleurs (génotype,
conduite du troupeau...), la contribution
de I’epigénome a la variabilité phénoty-
pique individuelle.

Les variations épigénétiques mises
en évidence entre organismes issus
d’un méme génome sont a considérer
comme autant de signatures de leur
adaptabilité aux contraintes environ-
nementales majeures auxquelles est
exposé ce génome dés le tout premier
stade du développement. Les jumeaux
mais surtout les clones animaux sont a
considérer d’abord comme des mode-
les pour des recherches permettant de
mesurer a partir de I’étude fine des
caractéres phénotypiques de chaque
individu la contribution de 1’épigéné-
tique a la variation de ces caractéres,
ceci pour un génotype donné. La prise
en compte de ces signatures valo-
riserait 1’utilisation du génotype étu-
dié. Sur un plan plus fondamen-
tal elle renseignerait la capa-
cit¢ d’un organisme a générer des
variations phénotypiques héritables
en réponse a des changements de
son environnement (Kirschner et
Gerhart 1998). L’épigénétique est
bien un enjeu pour la sélection ani-
male.
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Figure 12. Variabilité épigénétique des animaux issus du transfert nucléaire.

Une part importante de l'inefficacité du transfert nucléaire est due aux altérations épigénétiques subies par le noyau somatique
au moment de sa reprogrammation en noyau zygotique. Puisque certains individus passent ce crible épigénétique, notre ques-
tion était de savoir si ces animaux, de phénotype normal, avaient aussi une épigénome normal. Nous avons donc analysé le
taux de méthylation globale de 38 femelles issues du clonage, représentatives de 5 génotypes différents pour la race Simmental
et de 4 génotypes pour la race Holstein. Une série de 13 paires de jumelles (Simmental) a aussi été analysée.

A. Les individus d'un méme génotype sont présentés en colonne. Le pourcentage de méthylation des cytosines a été détermi-
né par électrophorése capillaire pour chaque individu (de 10 a 30 déterminations par échantillons ; les analyses statistiques
révelent une hyperméthylation des clones Simmental en comparaison avec les paires de jumelles Simmental (6,5 * 0,01
versus 5,38 + 0,01, test-t par paires p < 0,001) et en comparaison avec les clones Holstein (6,5 + 0,01 versus 5,09 £ 0,02,
test-t par paires p < 0,001).

B. Le plus intéressant est I'analyse de la variation de la méthylation globale pour 'ensemble des individus. Toutes les vaches
issues du transfert nucléaire utilisant les mémes cellules somatiques partagent le méme patrimoine génétique nucléaire. En cal-
culant la déviation individuelle par rapport a la moyenne de méthylation obtenue pour des individus d’'un méme génotype, il appa-
rait clairement que les clones Holstein ont un épigénome statistiquement plus variable que les clones Simmental et les paires
de jumelles. Ces analyses révelent une étonnante plasticité épigénétique chez des clones en bonne santé.

Cette étude a été menée en collaboration avec I'Université de Wuppertal, I'Institute of Molecular Animal Breeding and
Biotechnology/LAFUGA de Munich et I'Institute of Animal Breeding and Genetics, de I'Université de Vienne (d’aprés de Montera

et al 2010).
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Conclusion

Les données présentées dans cet arti-
cle révelent I’importance des modifica-
tions épigénétiques dans 1’expression
des caractéristiques physiques d’un ani-
mal, ¢’est-a-dire dans la construction de
son phénotype. Elles indiquent aussi
que les variations de séquence d’ADN
ne sont pas seules a I’origine de phéno-
types héritables.

Des réseaux de laboratoires dédiés a 1’¢-
tude des régulations épigénétiques chez
I’Homme et chez la souris (www.epigeno-
me-neo.net) permettent d’accéder a des
données moléculaires essentielles pour
comprendre comment s’¢labore un phé-
notype et comment ce phénotype évolue
en fonction de I’environnement et au
cours du temps. Un projet similaire de

A Ciones Holstein
Clones Simmental

@ Jumelles Simmental

) Vache donneuse

|:|Génotypes Simmental, (n = 5)

réseau de laboratoires consacrés aux
mammiféres d’élevage est en cours de
construction. Cette dynamique scienti-
fique tire parti d’un développement tres
rapide des technologies mises au point
pour caractériser chaque type de modifi-
cations épigénétiques pour ’ensemble du
génome. C’est notamment le cas pour les
séquences méthylées de I’ADN qui peu-
vent étre caractérisées trés précisément en
associant a une immunoprécipitation de
I’ADN méthylé (MeDIP), un séquengage
a haut débit des fragments immunopréci-
pités (Tost 2008).

La création d’une premicre carte de
I’épigénome bovin conduite en race
Holstein fait I’objet d’un tout nouveau
programme de recherche de I'INRA,
soutenu par 1’Agence Nationale de la
Recherche et par les professionnels de
I’Elevage, le programme EpigRAni.
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Ce programme permettra de définir
comment et jusqu’a quel point les don-
nées €épigénétiques pourront étre inté-
grées dans |’analyse génétique des
populations bovines. Il s’appuiera sur
I’¢tude de la cinétique d’acquisition
des marques épigénétiques au cours
du développement embryonnaire et
feetal et 1’analyse de leurs modifica-
tions en fonction de 1’état physio-
logique des animaux ou d’un tissu
d’intérét zootechnique, I’épithélium de
la glande mammaire. Il intégrera évi-
demment les informations sur les
séquences génomiques de chaque indi-
vidu.

Avec le séquengage du génome
bovin, une nouvelle transition s’ouvre
en sélection animale puisqu’il sera
possible de prédire le potentiel d’un
reproducteur a partir de 1’analyse de
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son génome, sans recours a son phéno-
type ou a celui de son descendant
(Bidanel et al 2008). La prise en comp-
te de mesures épigénétiques et de leurs
variations (au cours de la vie de 1’ani-
mal, entre tissus a I’origine des perfor-
mances productives) pourra renforcer
cette évolution de la sélection animale.
Elle donne a I’analyse des phénotypes
un role essentiel et rend urgent la stan-
dardisation des données tant zootech-
niques que physiologiques et molécu-
laires (et des procédures de leur
recueil) qu’il est possible mainte-
nant d’accumuler massivement sur
chaque individu d’une population ani-
male soumise a sélection (Hugues et al
2008).

L’épigénétique s’invite non seule-
ment dans les questionnements fonda-
mentaux pour expliquer les variations
de caractéres zootechniques qui ne peu-
vent étre prises en compte par I’étude
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L’épigénétique analyse les changements héritables de I’activité génique sans modification du patrimoine génétique nucléaire. Elle
s’intéresse aux processus moléculaires qui modifient ’architecture de la chromatine, sélectionnant I’information génétique et contri-
buant a I’établissement des patrons d’expressions génique. Nous montrons a I’appui de données publiées que ’apposition des
marques épigénétiques est séquentielle, réversible et/ou héritable. Ces marques peuvent étre analysées et quantifiées finement a haut
débit pour caractériser «/’épigénome». L’analyse fonctionnelle des régulations épigénétiques conduit 2 mettre en avant les notions de
[flexibilité et de robustesse. La flexibilité est patente lors de I’établissement d’une identité cellulaire («pourquoi toutes les cellules d’un
méme individu ne traitent elles pas linformation génétique de la méme maniére ?») et pour ’adaptation de I’individu a son environ-
nement, le destin des abeilles devenant reines ou ouvriéres en est un bon exemple. Mais le maintien de I’épigénome en I’état est tout
aussi essentiel au bon développement des organismes impliquant a contrario, une robustesse des marques épigénétiques, cas des génes
soumis a empreinte parentale. La flexibilité des marques épigénétiques permet une adaptation transitoire a des modifications envi-
ronnementales ; la robustesse révele des possibilités d’adaptation a plus long terme, synonymes de stabilité des marques, dans certai-
nes situations sur plusieurs générations. Cet article vise ainsi 2 montrer I’'importance des processus épigénétiques dans le fonctionne-
ment des génomes et avance I’idée qu’il serait judicieux d’intégrer les données moléculaires sur les états de ’épigénome dans les
schémas de sélection dans une optique de maintien d’un développement durable de I’élevage.

Abstract

Epigenetics and phenotype construction, a challenge for livestock production?

Epigenetics refers to the inheritable changes of genomic activities that do not alter DNA sequences. It deals with the molecular me-
chanisms orchestrating chromatin remodelling, which leads to gene transcription or silencing. Here, we provide evidence from the
published scientific literature that the epigenetic marks are apposed onto the genome in a sequential, reversible and/or inheritable
manner. These marks can be finely measured to characterise the epigenome. The functional analysis of the epigenetic processes pro-
vides support to the two associated concepts of genome flexibility and robustness. Genome flexibility is involved in the acquisition of
cell identity during differentiation (Why do not the various cellular types of an organism use the same genetic information in a
similar manner?), and in the adaptation to environmental cues as illustrated by the mechanism underlying the fate of honeybees that
become fertile queens or sterile workers. But the epigenome is also crucial for the development of individuals that requires the
robustness of epigenetic marks as exemplified from parental imprinting studies. The flexibility of epigenetic marks is associated with
transitory adaptation to environmental changes while robustness reveals long term processes associated with more stable marks that
in some instances can pass over several generations. This review points to the importance of epigenetic processes for genome
functions and proposes that the integration of the molecular data describing the epigenomic states could be considered as new
variables in selection to preserve the sustainability of animal breeding.

H. JAMMES H., RENARD J.- P,, 2010. Epigénétique et construction du phénotype, un enjeu pour les productions animales ?

In : Robustesse, rusticité, flexibilité, plasticité, résilience... les nouveaux critéres de qualité des animaux et des systémes d'éle-
vage. Sauvant D., Perez J.M. (Eds). Dossier Inra Prod. Anim., 23, 23-42.
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