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RI~SUMI~ 

L'empreinte parentale est un marquage 6pig(~n(~- 
tique des alleles parentaux et se manifeste par une 
expression monoalkHique de certains g~nes dits 
g~nes soumis a empreinte. Le marquage (~pig(~n(~- 
tique des alleles d'un g~ne soumis & I'empreinte dif- 
f~re en fonction de I'origine parentale de I'all~le. 
Ces modifications epig6ndtiques parents-sp6ci- 
fiques sont n(~cessaires au d~veloppement normal 
de I'embryon. Elles surviennent dans la lign(~e ger- 
minale et sont transmises par les gam6tes. Pour 
que I'empreinte soit dtablie selon le sexe de I'indivi- 
du, le marquage gam(~tique-sp(~cifique (dpig(~notype 
gamdtique) doit ~tre r(~versible et effa(;able. 
L'effacement des modifications (~pig(~n6tiques sur- 
vient dans les cellules germinales primordiales 
(PGCs). Apres cette 6tape d'effacement, une nou- 
velle empreinte parentale sexe-sp(~cifique est dta- 
bile dans les ligndes germinales m&les et fem- 
melles. 

Aussi, parmi les nombreuses questions pos6es par 
I'utilisation de gametes immatures Iors de tenta- 
tives d'assistance mddicale a la procreation (AMP), 
la question de I'utilisation de gam&tes "(~pigdn(~ti- 
quement immatures" est primordiale. En particulier, 
les consdquences dpig~netiques & long terme pour 
le fostus de I'utilisation de gametes dpigdndtique- 
ment immatures ne sont pas connues. 

Mots cMs : Empreinte parentale, gametogenese, AMP. 

IIII I "~I 

I. I N T R O D U C T I O N  

L'empreinte parentale est la cons6quence d'un marquage 
6pig6n6tique* des alleles* parentaux et se manifeste par 
une expression monoall61ique* de certains g~nes dits 
g6nes soumis h empreinte. I1 y a plus de 45 g~nes soumis 

ernpreinte identifi6s h ce jour (Tableau 1) [23, 91]. L'une 
des caract6ristiques des g~nes soumis ~ l'empreinte est 
leur expression monoall61ique qui est d6pendante de l'ori- 
gine parentale des alleles. La transmission d'all~les actifs 
ou r6prim6s implique des modifications 6pig6n6tiques 
parents-sp6cifiques qui sont n6cessaires au d6veloppement 
normal de l'embryon. Par d6finition, ces manifestations 
6pig6n6tiques modifient le ph6notype sans modifier le 
g6notype. Elles surviennent dans la lign6e germinale et 
sont transmises par les gam6tes [81]. Pour que l'emprein- 
te soit 6tablie selon le sexe de l'individu, le marquage 
gam6tique-sp6cifique (6pig6notype gam6tique) doit ~tre 
r6versible et effagable. L'effacement des modifications 
6pig6n6tiques survient dans les cellules germinales pri- 
mordiales (PGCs). Apr6s cette 6tape d'effacement, une 
nouvelle empreinte parentale sexe-sp6cifique est 6tablie 
dans les lign6es germinales mfiles et femelles. 
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Correspondance : 

Antoine Kerjean. INSERM GDPM, Ddpartement de Gdndtique et de 
Pathologic Molgculaire, lnstitut Cochin de Gdngtique Moldculaire 
(ICGM), Centre Hospitalier Universitaire-Cochin, 24 rue du 
Faubourg Saint-Jacques, 75014 Paris 

Communication au XVIII ~ Congr~s de la Socidt~ d'Andrologie de 
Langue Franqaise, Montpellier, 13-15 ddcembre 2001. Les termes 
marquds par un * sont expliquds dans le Glossaire en fin d'article. 
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Tableau 1 : Listes des principaux gbnes soumis it empreinte chez l'homme et la souris 

G~nes Homme Allele G~nes Localisation 
Localisation exprim~ 

Souris 
Allele exprim~ 

NOEY2 
p73 
U2AFBPL 
MAS 1 

M6P/ 
IGF2R 

GRB 10 
PEG1/MEST 
WT1 

WT1-AS 
ASCL2/ 
HASH2 
H19 
IGF2 

IMPT1/ 
ORCTL2/ 
TSSC5 
INS 
IPL/TSSC3/B 
WRIC 
ITM 
KvLQT1 
p57 KIP2 
/CDKN1C 
TAPA 1 
HTR2A 

FNZ127 
GABRA5 
GABRB3 
GABRG3 
IPW 
NDN (necdin) 
PAR1 
PAR5 
PAR-SN 
SNRPN 
UBE3A 
ZNF127 
PEG3 
Neuronatin 
GNAS 1 

XIST 

1 p31 Patemel 
lp36 Matemel 
5q22-q31 Biall61ique 
6q25.3-q26 Biall61ique/ 

Mono-all61ique sein 
6q26-q27 Biall61ique/ 

Matemel 

7p11.2-12 
7q32 
11p13 

11p13 
11p15.5 

11p15.5 
11p15.5 

NC 
Patemel 

Biall61ique/ 
Maternel* 
Maternel 
Maternel 

U2afbp-rs 11 Proximal Paternel 
Mas 17 Proximal Paternel 
M6p/Igf2r 17 Proximal Maternel 
Igf2r-AS 17 Proximal Patemel 

Megl/Grbl0 11 Proximal 
Pegl/Mest 6 Proximal 
Wtl 2 

Mash2 7 Distal 
H19 7 Distal 

Maternel 
Patemel 
NC 

Maternel 
Maternel 

Matemel Igf2 7 Distal Patemel 
Paternel Igf2-AS 7 Distal Paternel 

11p15.5 Maternel Imptl 7 Distal Maternel 

1 lp15.5 Paternel Ins2 7 Distal Patemel 
1 lp 15.5 Maternel Ipl 7 Distal Maternel 

1 lp15.5 NC Itm 7 Distal Maternel 
1 lp 15.5 Matemel Kvlqt 1 7 Distal Maternel 
11 p 15.5 Maternel p5 7 KIP2 7 Distal Maternel 

1 lp15.5 Biall61ique Tapal 7 Distal 
13q14 Biall61ique/ Htr2 14, Bande D3 

Matemel 
15 q 11-q 13 Paternel 
15qll-q13 Paternel? Gabra5 7 Central 
15qll-q13 Paternel? Gabrb3 7 Central 
15q 11-q 13 Paternel? Gabrg3 7 Central 
15q11-q13 Paternel Ipw 7 Central 
15ql 1-q13 Paternel Ndn 7 Central 
15q 11-q 13 Paternel 
15q 11-q 13 Paternel 
15 q 11-q 13 Paternel 
15q 11-q 13 Paternel Snrpn 7 Central 
15qll-q13 Maternel Ube3a 7 Central 
15q 11-q 13 Paternel Zfp 127 7 Central 
19q13.4 Paternel Peg3/Apoc2 7 Proximal 
20ql 1.2-q12 NC Peg5/Nnat 2 Distal 
20q 13 Paternel Gnas 1 2 Distal 

Paternel? Xist Xic 
Grfl/Cdc25 Mm 9 Distal 
Impact 18 Proximal 
Ins1 19 Distal 

Xq13.2 

Maternel? 
Maternel 

Biall61ique 
Biall61ique 
Biall61ique 
Paternel 
Patemel 

Paternel 
Maternel 
Paternel 
Paternel 
Paternel 
Maternel/ 
Patemel 
Paternel 
Patemel 
Paternel 
Paternel 
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Les mrcanismes h l'origine de ce marquage 6pigrnEtique 
sont mal connus. La mrthylation* des cytosines de dinu- 
clrotides CpGs est une des hypotheses vraissemblable [9]. 
La m6thylation de I 'ADN est conserv6e de faqon stable au 
cours de la rrplication mitotique et rrversible dans la lignre 
germinale. Des rrgions de mrthylation all~le-sprcifiques* 
(DMRs, differential methylation regions) sont retrouvres 
dans les g~nes soumis ~t empreinte. La mrthylation all~le- 
sp6cifique pourrait participer ~t l'rtablissement et au main- 
tien de l'rtat actif ou r6prim6 d'un g~ne [31]. L'all~le 
m6thyl6 est silencieux pour la plupart des g~nes. 
Cependant, dans d'autres g~nes, c'est la situation inverse 
qui est observre. Ceci sugg~re l'existence d'autres mrca- 
nismes intervenant dans l'expression de ces g~nes. Par 
exemple, des 61ements transactivateurs et agissant en cis* 
(cis-acting genetic element) sont impliqurs dans la rrgula- 
tion des g~nes soumis h empreinte dans de larges domaines 
chromatiniens [71]. Certains de ces 61ements jouent un rrle 
critique dans l'6tablissement et la propagation de l'em- 
preinte dans la lignre germinale. 

II. I D E N T I F I C A T I O N  D' I~LI~MENTS 
C O N T R ( ) L A N T  L ' E M P R E I N T E  

La complexit6 des mrcanismes rrgulant les g~nes soumis 
empreinte est en particulier lide au fait que beaucoup de 
g~nes soumis ~ empreinte sont regrouprs en domaines chro- 
mosomiques. Ces rrgions chromosomiques impliquent des 
interactions en cis voire en trans* entre les g~nes et leurs 
srquences contrrles [25, 64]. Les g~nes soumis 
empreintes utilisent les mrcanismes de transcription clas- 
siques, mais certains de ces mrcanismes sont contr616s par 
des modifications 6pigrnrtiques diffrrentielles des chromo- 
somes parentaux. Diffrrents types de rrgulation sont drcrits 
et impliquent des modifications 6pig6n6tiques au niveau de 
srquences promotrices, de rrpresseurs transcriptionnels*, 
d'insulateurs chromatiniens* et de transcrits anti-sens 
(Figure 1). 

La complrxit6 de ces mrcansimes de rrgulation renforce 
l ' idre que diffrrents 616ments interagissent pour rrguler 
l'expression de g~nes soumis ~ empreinte dans des rrgions 
chromosomiques elles-mrmes soumises /t l'empreinte. 
L'existence de centres d'empreinte (IC, Imprinting Center) 
a 6t6 propos6e ~ partir d'analyses molrculaires de maladies 
grnrtiques impliquant des g~nes soumis ~ empreinte, ainsi 
que d'exprriences de KO* chez la souris [14, 46, 68, 101]. 
Dans la r6gion soumise ~ l'empreinte du chromosome 15 
humain, de petites drlrtions ont 6t6 drcrites chez des 
patients prrsentant un syndrome de Prader-Willi (PWS). 
Ces drlrtions intrressent la rrgion promotrice de de SNRPN 
(Small Nuclear Ribonucleoprotein-associated Polypeptide 
N). A quelques kilobases, des drlrtions ont 6t6 drcrites 
chez les patients prrsentant le syndrome d'Angelman (AS) 

(Figure 1 .c). PWS requiert une transmission paternelle de la 
d61etion, alors que AS requiert une transmission maternel- 
le. Les drlrtions alt~rent l'expression et la mrthylation de 
nombreux g~nes soumis ~ empreinte de la rrgion, bien que 
ces g~nes soient srpar6s de plusieurs mrgabases [14]. Ceci 
drfinit l'extention de l'6pigrnotype. La transmission pater- 
nelle d'une drl6tion responsable de PWS est associre h la 
r6pression transcriptionnelle et ~t la mrthylation des g~nes 
soumis h une empreinte paternelle normalement exprim6s 
de la r6gion. A l'inverse, la transmission maternelle d'une 
drlrtion responsable de AS, est associ6e ~ la rrexpression et 

la drmrthylation de g~nes soumis ~ une empreinte mater- 
nelle normalement rrprimre. Ceci est aussi vrai dans un 
module de souris KO pour la drlrtion PWS. Un module a 
6t6 propos6 pour expliquer comment la drlrtion de I'IC 
abolit le changement r6gional de l 'rpig6notype dans la 
lignre germinale [14]. Ainsi, dans la lignre germinale m~le, 
le chromosome drlrt6 qui est h6rit6 de la grand-m~re ne 
peut &re drm6thylr, et reste dans un 6pig6notype maternel. 
Cependant, aucune preuve directe n'a montr6 qu'un chro- 
mosome d616t6 ne puisse changer son 6pig6notype (d'un 
statut m6thyl6 ~un statut non mrthyl6). Aprrs la frconda- 
tion, Bielinska et al. (2000) ont propos6 que cet IC soit 
important pour le maintien de l'rpigEnotype [11]. L'6tude 
de la mrthylation des cellules germinales de parents de 
patients PWS et AS, et l 'rtude des modrles de souris appro- 
pri6s, sont nrcessaires afin de r6pondre ~t cette question 
importante. 

I I I .  M O D I F I C A T I O N S  I~PIGI~NI~TIQUES D U  
S I G N A L  D ' E M P R E I N T E  A U  C O U R S  D U  

D I ~ V E L O P P E M E N T  C H E Z  L E S  
M A M M I F E R E S  

L'empreinte parentale subit des modifications 6pigrnr- 
tiques caractrristiques au cours de la vie d'un organisme 
(Figure 2). L'empreinte est transmise par les gametes m~les 
et femelles. Apr~s la frcondation, l'empreinte est mainte- 
nue au cours des divisions cellulaires et du d6veloppement 
de l'organisme. Dans les cellules germinales du nouvel 
organisme, l'empreinte doit ~tre effacre ~ un stade prrcoce 
afin que chaque allele puisse porter le marquage correspon- 
dant au sexe de l'individu (marquage maternel dans les 
ovocytes; marquage paternel dans les spermatozoides). 
Cette &ape d'effacement est suivie par le rrtablissement de 
l'empreinte h u n  stade plus tardif du drveloppement des 
cellules germinales, venant ainsi compl6ter le cycle de 
l'empreinte. Ces modifications s'intrgrent dans des rema- 
niements plus globaux de la chromatine des g6nomes 
parentaux. En effet, la reprogrammation du grnome qui sur- 
vient au cours de la diffrrenciation des cellules germinales 
primordiales en gametes matures, 6tablit une configuration 
chromatinienne diff6rente entre le sperme et l 'ovocyte. Au 
cours de la spermatog6nrse, la chromatine est remodelre de 
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a) Igf2r 

mat 

pat 

Transcrit sense 

< 

Transcrit anti-sense (Air, Anti-sens Igf2r RNA) 

b) /gf2-Hl9 

mat 

pat �9 

DMR1 ICR Enhanceurs 

c) PWS-AS 

mat 

pat 

IC bipartite 

Anti-sense 

Figure 1 : Reprdsentation sch~matique de rdgulation dpigdn~tique de trois loci soumis h empreinte. (D'aprbs Ferguson-Smith et Surani, 2001) [25] a) Le 
locus Igf2r contient un seul g~ne soumis f: empreinte rdguld par un transcrit anti-sens (Air). Air est lui-m~me r~guld par une m~thylation diffdrentielle 
acquise dans la lignde germinale et situ~e dans un intron, b) Le locus Igf2-H19 contient deux gbnes soumis i: une empreinte oppos~e et dont la rdgula- 
tion est coordonn~e par I'ICR (Imprinting Control Region) intergdnique. Lorsque I'ICR fixe le CTCF (CCCTC-binding factor) sur l'allMe non m~thyld, 
eUe se comporte comme un insulateur chromatinien* et emp~che Faction d'un enhanceur* endodermique commun sur le promoteur f~etal de Igf2. Dans 
les tissus mdsodermiques, des sUenceurs* tissus sp~cifiques tels que ia DMR1 (Differential Methylated Region) de lgf2 jouent  un r~le dans la r~gulation 
de Igf2. Les enhanceurs mdsodermiques ne sont pas encore caract~risds. Des enhanceurs tissus-spdcifiques en 3" de l'insulateur, rdgulent la transcription 
biall~lique* de Igf2 dans une partie du cerveau, c) Deux maladies g6ndtiques PWS-AS cliniquement distinctes, sont associ~es ~ u n e  rdgion soumise 
l'empreinte en 15qll-q13. Ces deux syndromes associent des anomalies du ddveloppement sexuel, de la croissance, des troubles du comportement ainsi 
qu'un retard mental. Pour le PWS, les differences diagnostiques majeures portent sur l'existence d'une hypotonie, une hyperphagie, une ob~sitd, un hypo- 
gonadisme e tun  retard de ddveloppement. Les patients AS  se diff~rencient par une ataxie, des mouvements anormaux, des anomalies du sommeil e tune 
hyperactivitY. Les individus AS  sont ie plus souvent gais avec des acc~s de rire et ont un retard mental s~vbre accompagn~ d'une absence de parole. Trois 
types d'anomalies conduisent ~ l'absence d'expression des gbnes impliqu~s dans le PWS (Prader WUli Syndrome) et AS  (Angeiman Syndrome): les micro- 
ddl6tions cytog~ndtiques (70% des cas), les disomies uniparentales maternelles pour P W S  (28%) ou paterneUes pour AS  (5%), des mutations du centre 
d'empreinte (< 2%). Des anomalies de rempreinte issues de microd~l~tion du gbne SNRPN ont dt~ identifi~es chez un petit pourcentage de patients PWS. 
Ces ddl~tions altbrent la mdthylation du promoteur de S N R P N  et emp~chent i'expression de son allble paternel. Ceci r~sulte dans la r~pression transcrip. 
tionnelle d'autres gbnes soumis i: empreinte exprim~s par l'allMe paternel clans la rdgion chromosomique. Ces microd~l~tions touchent manifestement un 
centre d'empreinte (IC, Imprinting Center) impliqu~ dans l'dtablissement de l'dpigdnotype au cours de la gamdtog~nbse. Les enfants qui hdritent de la 
microd~letion de leur mbre ne montrent apparemment pas de phdnotype, seule, une transmission paternelle r~sulte en PWS. De m~me, un petit pourcen- 
tage de patients AS  ont des microde'l~tions similaires clans le gbne SNRPN (dans une rdgion diff~rente) qui emp~chent l'effacement de l'dpig~notype. Dans 
ce cas, l 'enfant qui hdrite de la microd~l~tion de son p~re, n'est pas atteint, mais il l'est lorsqu'il l'hdrite de sa mbre. Les rdgions minimales de ddl~tion 
responsable du PWS et AS  sont distinctes, ce qui sugg~re l'existence d'un centre d'empreinte avec une structure bipartie. 

mat: allele maternel, pat: allele paternel, ( �9 ) il6t CpG m6thyl6, (O) il6t CpG non m6thyl6, 

l allele non exprim~, ~)~i allele exprim~. 
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Figure 2 : Modifications de l'6pig6notype et du marquage all61ique au cours du cycle de la vie L'une des caract6ristiques des gbnes soumis 
it l'empreinte est leur expression monoall61ique qui est d6pendante de l'origine parentale des allbles. La transmission d'allbles actors ou 
r6prim6s implique des modifications 6pig6n6tiques parents-sp6cifiques qui sont n6cessaires au d6veloppement normal de l'embryon. EUes 
surviennent dans la lign6e germinale et sont transmises par les gambtes . Pour que l' empreinte soit 6tablie selon le sexe de l'individu, le 
marquage gam6lique-sp6cifique (6pig6notype gam6tique) doit ~tre r6versible et effa~able. L'effacement des modifications 6pig6n6tiques sur- 
vient dans les ceUules germinales primordiales (PGCs). Aprbs cette 6tape d'effacement, une nouveUe empreinte parentale sexe.sp6cifique 
est 6tablie dans les lign6es germinales males et femeUes. 

faqon sfquentielle et finalement compactfe par les prota- 
mines [80], processus essentiel pour la ffcondation norma- 
le. Ce processus n'est pas strictement requis pour le dfve- 
loppement, car des grossesses normales peuvent Etre obte- 
nues par microinjection intra-cytoplasmique de spermatides 
rondes et de spermatocytes secondaires [42, 43]. Au 
contraire, le gfnome des ovocytes a une structure chroma- 
tinienne plus comparable ~ celle de cellule somatique. La 
chromatine ovocytaire contient une histone Hloo spfci- 
fique des ovocytes [84]. Apr~s la ffcondation, le pronucleus 
femelle est transcriptionnellement plus inactif que le pronu- 
cleus male [4, 29, 98]. Globalement le pronucleus femelle 
est dans un 6tat de rfpression transcriptionnelle. I1 est fiche 
en histones H4 dfacftylfes [1] et est globalement dfficient 
en facteurs de transcriptions tel que Spl [67]. Cette structu- 

re chromatinienne spfcifique doit le protfger contre les 
modifications 6pigfnftiques extensives imposfes au gfno- 
me paternel apr~s la ffcondation. 

On peut cependant noter, comme le montrent les embryons 
uniparentaux, que la configuration chromatinienne acquise 
au cours de la gamftogfn~se n'est pas indispensable pour le 
dfveloppement prf-implantatoire, mais pour le dfveloppe- 
ment post-implantatoire. Les embryons uniparentaux par- 
thfnogfnftiques ou androgfnftiques ont un dfveloppement 
prf-implantatoire normal, malgr6 de profondes difffrences 
6pigfnftiques dans leur organisation chromatinienne [51]. 

1. Effacement de l'empreinte parentale 

La lignfe germinale a le  r61e d'ftablir l 'empreinte parenta- 

2 1 3  - - =  



le selon le sexe de l'individu de telle sorte que les gametes 
matures transmettent l'EpigEnotype parental. Les donnEes 
actuelles sugg~rent que l'Etablissement de l'empreinte 
gamEtique est prEcEdE d'un d'effacement initial de l'em- 
preinte sur les deux alleles parentaux. L'effacement de 
l'empreinte surviendrait dans les cellules germinales des 
deux sexes au moment de la dEmEthylation globale du 
gEnome ~ J12-J13 chez la souris [13, 82]. Lorsqu'elles sont 
fusionnEes avec les cellules somatiques, les cellules germi- 
nales en culture ont une activit6 de dEmEthylation domi- 
nante sur ces derni~res [82]. Les modifications du potentiel 
de dEveloppement et des profils d'expression des g~nes 
soumis/a empreinte sont en faveur de la dEm6thylation du 
gEnome [36, 44, 58]. En effet, l'expression de g~nes soumis 

empreinte dans les embryons reconstruits par transfert de 
noyaux de cellules germinales ~t J13,5 refl&e l'effet d'une 
perte de mEthylation des g~nes. En particulier, H 1 9  est 
exprimE et Igf2 ne l'est pas. I1 est intEressant de noter que 
la perte de la replication asynchrone de I 'ADN coincide 
avec cette vague de dEmEthylation dans la lignEe femelle, 
alors qu'elle survient plus tardivement dans la lignEe ger- 
minale m~le apr~s la pubertE [76]. 

2. Etablissement de l'empreinte parentale 

Apr~s effacement, l'empreinte gamEtique est spEcifique- 
ment rEtablie dans les deux lignEes germinales, ~ un stade 
plus tardif apr~s la naissance [13, 33, 69, 70]. Dans les ovo- 
cytes, le rEtablissement de l'empreinte survient au cours de 
la croissance de l 'ovocyte bloquE en prophase de mEtapha- 
se 1 [8, 58]. Des experiences de transfert nuclEaire 5 partir 
d'ovocytes, indiquent que l'acquisition d'une empreinte 
fonctionnelle coincide avec la vague de mEthylation 5 la 
lois des g~nes autosomiques et des g~nes du chromosome 
X soumis ~ l'empreinte [58, 83]. Durant la spermatogEn~se, 
la mEthylation gamEtique survient avant la reprise de la 
mE"/ose [16, 17, 94] chez la souris et chez l 'homme [37]. 
L'enzyme responsable de la mEthylation de novo  dans les 
cellules germinales n'est pas connue. L'ADN mEthyl-trans- 
fErase 3L (Dnmt3L) est actuellement le candidat pour l'Eta- 
blissement de l'empreinte au cours de l'ovogEn~se [12]. 
Dnmtl qui poss~de des transcrits spEcifiques dans les deux 
lignEes germinales est aussi un bon candidat [52]. I1 est 
cependant possible que les Dnmt3a et Dnm3b, qui sont 
requis pour la mEthylation de novo  dans les embryons post- 
implantatoires [63], puissent jouer un r61e dans les cellules 
germinales. La mEthylation spEcifique de l'empreinte 
gamEtique survient dans les DMRs gEnEralement riches en 
CpG et souvent considErEes comme des ]lots CpG. 
Cependant, les riots CpG des g~nes autosomiques non sou- 
mis ~ l'empreinte ne subissent pas la mEthylation de novo 

au cours de la gamEtogEn~se. I1 est donc possible que les 
DMRs aient des caract6ristiques gEnEtiques et/ou 6pigEn6- 
tiques qui permettent ~ la mEthylation de novo  de survenir. 

Le mEcanisme h l'origine de la mEthylation de novo diffE- 
rentielle des DMRs entre les deux lignEes germinales n'est 
pas connu [38, 69, 81]. Une premiere hypoth~se serait que 
les Dnmt ciblent spEcifiquement les DMR aboutissant ~t une 
mEthylation de novo  dans l'une des lignEes germinales. En 
faveur de cette hypoth~se, Bourc'his et al. (2001) ont 
rEcemment impliquE la Dnmt3L comme la mEthyl-transfE- 
rase impliqu6e dans le compl~xe d'initiation de l'emprein- 
te maternelle au cours de l'ovogEn~se chez la souris adulte 
[12]. Des sequences rEpEtEes ainsi que des 616ments LINE- 
1 qui flanquent frEquement les DMRs [22, 57], pourraient 
crEer une hEtErochromatinisation de region chromatinienne 
qui favorisent le ciblage des Dnmt [20]. En effet, des hEtE- 
rochromatinisations locales peuvent provoquer la mEthyla- 
tion de CpG de DMR ?a proximitE. Par ailleurs, une des 
caractEristiques de ces regions soumis h l'empreinte est leur 
asynchronie de replication de I 'ADN en phase S. Dans la 
lignEe germinale male, la perte de cette propriEt6 precede 
l'acquisition de la mEthylation de novo  [76]. I1 est donc pos- 
sible que ces modifications de replication favorisent l'ac- 
cessibilitE de I 'ADN ?a la machinerie de mEthylation. Une 
autre hypoth~se serait qu'il y ait une mEthylation de novo  

globale du gEnome dans les deux lignEes germinales et que 
les DMRs soient spEcifiquement protEgEes de cette mEthy- 
lation dans l'une mais pas dans l'autre des lignEes germi- 
nales. Des facteurs qui reconnaissent les DMRs pourraient 
Etre impliquEs et seraient spEcifiques des lignEes germi- 
nales. L'existence de tels facteurs est suspectEe par l'obser- 
vation que les deficits en Dnmtl entra~nent des pertes de 
l'empreinte post-zygotique et que l'empreinte ne peut &re 
restaurEe par les Dnmtl,  Dnmt3a, Dnmt3b ou Dnmt3L en 
dehors du contexte de la gamEtogEn6se [92]. Enfin, des 
Etudes rEcentes suggbrent que l'empreinte n'est que partiel- 
lement Etablie dans la lignEe germinale et qu'elle n'est 
complOtement acquise qu'au moment la fEcondation ou 
apr~s [11, 21, 48]. 

IV. I M P L I C A T I O N S  D E  L ' E M P R E I N T E  
P A R E N T A L E  E N  A S S I S T A N C E  M I ~ D I C A L E  

A LA PROCRI~ATION (AMP) 

Les g~nes soumis ~ l'empreinte sont impliquEs dans le 
dEveloppement foetal, placentaire, la proliferation cellulaire 
et le comportement adulte [91]. En consequence, le dEve- 
loppement des techniques d 'AMP pourrait favoriser la 
transmission d'anomalies 6pigEnEtiques responsables de 
dEsordres dEveloppementaux ~ court ou long terme comme 
illustrEs par les exemples ci-dessous. 

E x e m p l e  1 : u t i l i sa t ion  de  g a m b t e s  "gpig~ngt iquernent  

i m m a t u r e s " ?  

Les gam&es subissent des modifications 6pigEnEtiques au 
cours de la spermatogEn~se [81, 93]. Aussi, l'utilisation de 
gametes immatures lors de tentatives d'AMP pose de nora- 
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breuses questions. En particulier, les cons6quences 6pig6- 
n6tiques ~t long terme pour le foetus de l'utilisation de 
gam6tes immatures ne sont pas connues. 

Chez l'animal, des naissances ont 6t6 obtenues par microin- 
jection intracytoplasmique ovocytaire (ICSI) de gametes 
m~les immatures haploides au stade spermatides rondes ou 
allong6es [43, 61]. Par ailleurs, bien qu'avec une fr6quence 
moindre, I'ICSI de noyaux de spermatocytes I ou II chez le 
rongeur donne des naissances [41, 42, 73]. De m~me, chez 
l'homme, des grossesses et des naissances ont 6t6 obtenues 
apr6s ICSI avec des spermatides rondes ou allong6es iso- 
16es ~ partir de tissu testiculaire [2, 5, 15, 26, 34, 85, 88-90]. 
Cependant, les taux de f6condation, les taux d'implantation 
et les taux de grossesse sont diminu6s et le d6veloppement 
de blastocyste est retard6 [2, 7, 27, 28, 34, 47, 66, 74, 96, 
97]. De m~me, les embryons sont morphologiquement de 
moins bonne qualit6. De nombreux facteurs ont 6t6 propo- 
s6s pour expliquer ces mauvais r6sultats. On peut citer par 
exemple les probl6mes d'activation ovocytaire [86, 100, 
102], l'immaturit6 nucl6aire [3], ainsi que des anomalies 
li6es au facteur 6tiologique de l'infertilit6 de ces gam6tes 
[32, 87, 96]. Cependant, la participation de l'immaturit6 
6pig6n6tique comme cause ou cons6quence ~t l'infertilit6 
reste pos6e. 

Chez la souris, les rares 6tudes men6es actuellement sont 
rassurantes et sugg~rent que l'empreinte est acquise ~ un 
stade pr6coce au cours de la gam6tog6n~se [16, 17]. Les tra- 
vaux r6alis6s chez la souris sur l'utilisation de gam6tes 
immatures par l'6quipe de Yanagimachi sugg~rent que 
l'empreinte est 6tablie dans les spermatides, spermatocytes 
II, sperrnatocytes I. Des grossesses ont 6t6 obtenues darts 
toutes ces situations sans augmentation notable des taux 
d'avortement pr6coce, d'accouchement avant terme, de 
retard de croissance intra-ut6rin ou d'augmentation de la 
mortalit6 p6rinatale [42, 43, 59, 60, 62, 72, 73]. Une 6tude 
de l'expression des g~nes soumis h empreinte apr~s 
microinjection de spermatides dans des ovocytes de souris 
a confirm6 l'absence d'anomalie de l'empreinte dans les 
embryons r6sultants [75]. Les r6sultats que nous avons 
obtenus chez l 'homme confirment que l'empreinte est 6ta- 
blie ~ un stade pr6coce de la gam6tog6n~se [37]. 

Cependant, toutes ces donn6es ont 6t6 obtenues chez des 
souris ou chez des hommes normaux. Qu'en est-il en cas 
d'infertilit6 chez l 'homme? Peut-on transposer ces 6tudes 
en cas de d6ficit de la spermatog6n~se? La r6ponse est clai- 
rement non. 

I1 faut aussi noter que les spermatides rondes contiennent 
une activit6 m6thyl-transf6rase r6siduelle et que le statut de 
m6thylation de certains g6nes peut apparemment ~tre modi- 
fi6 dans l'6pididyme [6]. 

Afin d' 6tudier les cons6quences d' anomalies globales de la 

m6thylation globale de I'ADN sur la gam6tog6n6se et leur 
retentissement sur le d6veloppement embryonnaire, 
Doerksen et al. (1996) ont test6 l 'effet de l'administration 
paternelle de 5-azacytidine sur la fonction des cellules ger- 
minales et le d6veloppement [19]. La 5-azacytidine est une 
drogue qui s'incorpore ?a I'ADN et bloque la m6tbylation de 
I'ADN. L'effet de la 5-azacytidine a 6t6 compar6 ~ la 6-aza- 
cytidine, drogue contr61e qui ne bloque pas la m6thylation. 
A faible dose, apr6s accouplement avec des femelles non 
trait6es, une augmentation de la perte pr6-implantatoire des 
embryons a 6t6 not6e avec la 5-azacytidine mais pas avec la 
6-azacytidine. A plus forte dose, des r6ductions du poids 
des testicules, des 6pididymes et du nombre de spermato- 
zoides 6taient observ6es. 

La question de l'utilisation de gam6tes "6pig6n6tiquement 
immatures" lors des proc6dures d 'AMP reste donc large- 
ment ouverte. En particulier, des anomalies de l'empreinte 
peuvent exister dans les gam6tes d 'homme ayant recours 
des traitements de la st6rilit6 par ICSI soit comme cause, 
soit comme cons6quence de l'infertilit6. 

Exemple 2 : les anomalies induites de l'empreinte paren- 
tales? L ' exemple des cultures embryonnaires. 

Un grand nombre de proc6dures m6dicales, scientifiques et 
biotechnologiques reposent sur la culture d'embryon pr6- 
implantatoire. Ces proc6dures in-vitro induisent des anoma- 
lies de la croissance foetale et du d6veloppement chez les 
mammif~res. Parmi les hypoth6ses avanc6es pour expliquer 
les cons6quences ph6notypiques des cultures in-vitro, une 
hypoth6se mol6culaire est que la culture des cellules ou des 
embryons pr6-implantatoires soit ~t l'origine d'anomalies 
6pigdn6tiques de g6nes [18, 39, 55, 56, 104]. Les anomalies 
acquises dans l 'embryon cultiv6 in vitro, sont ensuite main- 
tenues somatiquement et affectent l'expression de g6nes ?a 
des stades plus tardifs du d6veloppement [18, 56]. 

Cette hypoth~se mol6culaire suppose qu'une "m6moire" 
soit transmise jusqu'aux stades ota les anomalies ph6noty- 
piques apparaissent. L'exemple le mieux connu d'anoma- 
lies 6pig6n6tiques h6ritables qui r6gulent l'expression des 
g~nes est la m6thylation. Au cours du d6veloppement 
embryonnaire pr6coce, des changements extensifs de la 
m6thylation globale du g6nome surviennent [30, 54, 103]. 
Contrairement aux g~nes non soumis a empreinte qui 
acqui~rent leur profil de m6thylation au moment de la gas- 
trulation ou apr6s [30, 54, 103], la m6thylation des DMRs 
des gbnes soumis ~ empreinte est d6ja 6tablie dans les cel- 
lules au cours du d6veloppement pr6 et post-implantatoire 
[24]. Cette sp6cificit6 des g6nes soumis ~ empreinte les 
expose particuli~rement h des changements de m6thylation 
pouvant survenir au cours des cultures in vitro au stade pr6- 
implantatoire. Ainsi toute anomalie de m6thylation peut 
potentiellement avoir un retentissement ~ des stades de 
d6veloppement ult6rieurs [ 18]. 
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Lots des cultures, les m6canismes h l'origine des anomalies 
6pig6n6tiques dans les g~nes ne sont pas connus. Une pos- 
sibilit6 est que des anomalies de la cin6tique de croissance 
surviennent h u n  stade pr6coce dans les cultures d'em- 
bryons ou de cellules. Ces d6r6gulations pr6coces pour- 
raient alors interf6rer avec le maintien de 1' empreinte par la 
m6thylation [24, 39]. Par ailleurs, un r61e n6faste du s6rum 
a 6t6 observ6 dans diff6rentes esp~ces. Les embryons culti- 
v6s en pr6sence de s6rum ont des cycles de divisions diff6- 
rents de ceux cultiv6s sans s6rum [39, 65, 95]. Khosla et al. 
(2001) ont propos6 que les cultures, en particulier en pr6- 
sence de s6rum, interf6rent avec des composants du cycle 
cellulaire dans les cellules indifffrenci6es [40]. Les cons6- 
quences de ces asynchronies se manifesteraient par des ano- 
malies dans l'acquisitoin ou le maintien des marques d'em- 
preinte. Ainsi plusieurs des enzymes m6thyl-transf6rases 
connues [10] et des prot6ines r6gulatrices de la chromatine 
[31, 99] sont r6gul6es par le cycle cellulaire et montrent des 
alt6rations majeures dans leur expression au cours du d6ve- 
loppement pr6-implantatoire. De telles d6r6gulations du 
cycle cellulaire associ6es h des anomalies 6pig6n6tiques des 
g~nes soumis ~ empreinte, ne sont pas sans rappeler celles 
impliqu6es dans un grand nombre de tumeurs [79]. Les 
recherches futures devront 61ucider les m6canismes mol6- 
culaires ainsi que les composants de la chromatine qui sont 
impliqu6s dans le cycle cellulaire et dans le maintien des 
marques 6pig6n6tiques. Elles devront par ailleurs r6pondre 

la question de savoir comment les d6r6gulations du cycle 
cellulaire peuvent conduire h des anomalies 6pig6n6tiques 
h6ritables et qui alt~rent l'expression des g~nes. 

Exemple 3 : les consequences gt long terme d'anomalies 
~piggngtiques transmises? L'exemple du r61e de l'em- 
preinte parentale dans le cerveau et le comportement. 

Des d6r6gulations acquises de l'empreinte parentale peu- 
vent avoir des cons6quences h long terme. 

Le g~ne MEST/PEG1 exprim6 par l'all~le paternel est loca- 
lis6 en 7q32 chez l'homme, une r6gion oh une UPD (diso- 
mie uniparentale) maternelle a 6t6 d6crite comme 6tant 
associ6e ?~ un retard de croissance intra-ut6rin et post-natal 
[35, 78]. R6cemment, une d616tion a 6t6 introduite dans la 
s6quence codante du g~ne Mest/Pegl de souris pour d6ter- 
miner sa fonction [45]. Lorsque la d616tion est h6rit6e du 
p~re, les souris Mest/Pegl +/- sont viables et fertiles, cepen- 
dant, elles pr6sentent un retard de croissance et une aug- 
mentation de la 16talit6. Les animaux Mest/Pegl -/+ (d616- 
tion h6rit6e de la m~re) n'ont pas d'anomalies ph6noty- 
piques, ce qui indique que les cons6quences ph6notypiques 
des mutations ne sont d6tect6es qu'~ partir d'une transmis- 
sion paternelle. Par ailleurs, la fonction de reproduction des 
femelles qui h6ritent de la mutation de leur p~re est r6duite 
[45]. Ces effets ne sont pas dus aux g6notypes des souri- 
ceaux mais plut6t dus ?~ des anomalies du comportement de 

la m~re mut6e. Les anomalies du comportement consistent 
en une absence de placentophagie (normalement pr6sente 
chez la souris), une n6gligence vis-a-vis de la nich6e et des 
nouveaux-n6s. Lorsque les nouveaux-n6s sont pris en char- 
ge par des m~res sauvages non mut6es, aucune anomalie 
ph6notypique n'est constat6e. Les r6sultats de cette 6tude 
d6montrent que le g6ne Mest/Pegl paternellement exprim6, 
est un r6gulateur positif de la croissance embryonnaire et 
qu'il est impliqu6 dans le comportement au moment de la 
parturition. 

De m~me, il y a maintenant des 6vidences pour un r61e de 
l'empreinte dans les effets cognitifs chez des individus 
montrant une intelligence normale. Ainsi, un locus du chro- 
mosome X soumis h l'empreinte est potentiellement res- 
ponsable de diff6rence dans les fonctions cognitives de 
femmes pr6sentant un syndrome de Turner [77]. Bien que 
les femmes normales h6ritent un chromosome X de leur 
p~re et m~re, seul un X est actif. Le syndrome de Turner est 
un d6sordre sporadique qui survient lorsque tout ou partie 
d'un chromosome X est d616t6 chez une femme. Ces 
femmes montrent une intelligence normale, mais une aug- 
mentation des difficult6s d'adaptation sociale [49, 50]. Le 
syndrome de Turner chez une femme qui h6rite d'un chro- 
mosome X de sa m~re (45, Xm) se manifeste g6n6ralement 
par plus de difficult6 comportementale que lorsque le chro- 
mosome X est h6rit6 du p~re (45, Xp) [77]. Les analyses 
cytog6n6tiques de ces patientes ont montr6 des d616tions 
partielles du bras court du chromosome X d6riv6es du p~re. 
Cela sugg~re qu'un locus soumis h empreinte situ6 en 
Xpll.23-Xqter, 6chappe h l'inactivation du X. Miller et 
Willerd [53] ont r6cemment identifi6 une r6gion de 5,5 
m6gabases sur le locus Xpll .21-pl l .22 qui contient 8 
s6quences exprim6es qui 6chappent ~ l'inactivation du X. 
Cependant, un g6ne soumis ~ empreinte dans cette r6gion 
reste encore h identifier. 

V. C O N C L U S I O N  

La lign~e germinale est racteur essentiel de r~tablisse- 
ment de rempreinte parentale. Le statut d'empreinte 
acquis permet ensuite de moduler rexpression monoal- 
l~lique temporelle et tissu-sp6cifique des g6nes durant le 
d~veloppement. Cette empreinte permet aussi de r~gu- 
ler l'int~raction entre des g~nes dans de larges domaines 
chromosomiques comme illustr~ sur le chromosome 15 
chez rhomme. L'am61ioration des connaissances sur les 
m~canismes h rorigine de r6tablissement et du maintien 
de rempreinte parentale est fondamentale. Dans le 
cadre de rassistance m6dicale h la procr6ation, elle per- 
mettrait, en particulier, de mieux comprendre les cons6- 
quences d6veloppementales ou neurog6n6tiques d'ano- 
malies de l'empreinte transmises. 

La place de l'empreinte parentale en AMP et plus lar- 
gement, les risques pour l'enfant h naitre li~s aux ano- 
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malies ~pig~n~tiques restent it ~tre ~valuer. Des r~ponses 
seront probablement apport~es par des travaux it la fois 
~pid~mio-cliniques et de recherche en g~n~tique molL- 
culaire. 

p p 
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A B S T R A C T  

Imprinting in the germ line. Consequences for 
assisted reproduction. 

A. KERJEAN, M. JEANPIERRE, P. JOUANNET, 
A. PALDI 

epigenetic modifications are imprinted on a subset 
of genes in the mammalian genome during germ cell 
maturation. Imprinting involves both cytosine 
methylation within CpG islands and changes in chro- 
matin structure. All such epigenetic modifications 
are potentially reversible and can be erased. After 
the erasure step, new parental imprints are initiated, 
resulting in reintroduction of sex-specific imprints in 
the male and female germ line. 

Although the function of genomic imprinting is not 
clear, it has been proposed that it evolved in mam- 
mals to regulate intrauterine growth and mammalian 
development. If the epigenotype of individual 
gametes is directly correlated with their later deve- 
lopmental capacities, genomic imprinting would 
have important practical implications in reproducti- 
ve medicine for the use of embryos derived from 
assisted reproduction. 

Key-words: imprinting, gametogenesis, assisted repro- 
duction 

GLOSSAIRE 

Allble: diff6rentes versions d'un m~me gbne 

Cis: int6raction sur un m~me allele 

Enhaneeur: s6quences activatrices 

Epig6n6tique: facteur modifiant le ph6notype sans changer le g6no- 
type 

Expression biall61ique: expression d'un g~ne par deux alleles 

Expression monoali61ique: expression d'un g~ne par un seul allele 

lnsulateur ehromatinlen: s6quence d 'ADN qui peut isoler un g~ne 
de l'influence de son environnement g6nomique. Lorsqu'un insula- 
teur est plac6 entre un promoteur et des s6quences activatrices, il inhi- 
be l'activation de l 'expression du g~ne. 

KO: inactivation sp6cifique d'un g~ne par production d'une mutation 
nulle d'un g~ne. 

M~thylation des dinucl~otides CpGs: liaison d'un groupe m~thyl 
une cytosine dans des doublets CpG 

M~thylation all~ie-sp~cifique: m6thylation sp6cifique d'un allele 

R~presseur transcriptionnel: facteur r6primant la transcription 

Silenceur: s6quences inactivatrices 

Trans: int6raction entre deux ail~les 

Genomic imprinting is an epigenetic phenomenon in 
eutherian mammals that results in the differential 
expression of the paternally and maternally inherited 
alleles of a gene. Imprinted genes are necessary for 
normal mammalian development. Parental specific 
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