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RESUME

La prise en charge de Pinfertilité a débuté il y a plus de
deux siécles par la réalisation d’inséminations artificiel-
les, technique interférant peu sur le processus de repro-
duction puisque la fécondation se déroule in vivo. Les
années 80 ont vu I'émergence de la fécondation in vitro
(FIV) nécessitant une stimulation hormonale soutenue,
une fécondation ex vivo et une culture embryonnaire.
Enfin, I'arrivée de I'ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm Injec-
tion) a révolutionné la prise en charge des couples en
permettant de créer un embryon par simple microinjec-
tion d’'un spermatozoide, méme anormal ou immature,
dans un ovocyte. Rapidement, la question de I'impact de
ces techniques sur la santé des enfants ainsi congus a
été posée. Des études récentes ont suggéré un lien entre
aide médicale a la procréation et développement de
pathologies d’empreinte. En effet, 'empreinte parentale
établie spécifiquement sur chacun des gameétes et trans-
mise a I'embryon peut étre sensible & des facteurs exter-
nes. La manipulation et la culture in vitro des gameétes et
embryons, inhérentes a la réalisation de la FIV/ICSI,
pourraient avoir des conséquences sur |'établissement
et/ou la conservation de 'empreinte. La connaissance
des mécanismes d’acquisition et de maintien de I'em-
preinte et I'analyse de leur dérégulation sont nécessaires
pour évaluer ce risque potentiel.

Mots clés : empreinte parentale, méthylation, pathologies
d’empreinte, aide médicale a la procréation

. INTRODUCTION

L'histoire de la fécondation in vitro a commencé en 1978
par la naissance de Louise Brown en Angleterre. Elle a
été pratiquée en France des 1981, date a partir de laquel-
le le recours aux technigues d’aide médicale a la procrea-
tion (AMP) n’a cessé d’augmenter. Un grand pas contre la
stérilité a été franchi avec la mise au point de la micro-
injection intracytoplasmique de spermatozoide ou ICSI,
permettant de créer un embryon, apreés sélection d’un
spermatozoide et injection, a l'aide d’'une micropipette de
verre, dans un ovocyte. L'ICSI| a permis la prise en charge
de nombreux cas d’infertilit¢ masculine, ce d’autant plus
que les spermatozoides micro-injectés peuvent étre isolés
d’'éjaculats frais ou de sperme congelé ou peuvent étre
des spermatozoides immatures prélevés chirurgicalement
dans I'épididyme ou dans le testicule.

Cependant, dés I'introduction de la FIV et surtout depuis
celle de VICSI, s'est posée la question de l'innocuité de
ces méthodes. Des études d’évaluation de 'impact de ces
techniques sur les enfants congus par AMP ont été
menées. Des diminutions de poids de naissance [1, 26],
des augmentations de l'incidence de malformations
congénitales [14, 33] et d'aneuploidies chromosomiques
[32], ainsi que des retards de développement psychomo-
teur ou mentaux ont été rapportés mais les résultats des
études statistiques sont discordants et ne mettent pas en
évidence de marqueurs ou de risque significatif clairement
attribuable a telle ou telle techniqgue d’AMP. Néanmoins,
depuis 2002, un nouveau risque lié a la pratique de 'AMP
a été évoqué [6], la dérégulation possible de génes sou-
mis a empreinte suggérée par |'augmentation de patholo-
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gies d’empreinte chez les enfants congus par AMP [7, 12,
22].

Afin de mieux comprendre les raisons possibles de surve-
nue de ces anomalies, chacune des étapes de la FIV/ICISI
et leurs éventuelles conséquences sur P'acquisition et/ou le
maintien de I'empreinte parentale seront analysées dans
cet article.

Il. EMPREINTE PARENTALE

L'empreinte parentale est une marque épigénétique établie
différentiellement sur les deux alléles parentaux au niveau
de genes spécifiques, dits géenes soumis a empreinte
(GSE). Ce marquage permet une expression monoallé-
liques des GSE et définit une empreinte paternelle et
maternelle. Différents éléments peuvent caractériser ce
marquage : structure de la chromatine, modification des
protéines histones, méthylation de 'ADN. Nous nous inté-
resserons ici essentiellement a la méthylation des cytosi-
nes de 'ADN qui est un mécanisme important de I'établis-
sement et du maintien de I'empreinte. Cetie méthylation
est apposée de facon alléle spécifique au niveau des GSE
par une famille d’enzymes, les ADN methyltransférases.
Pour que chaque individu, dans ses cellules somatiques,
soit porteur d’'une empreinte paternelle et maternelle, il faut
que les gameétes transmettent une empreinte sexe spéci-
fique et que leur réunion au moment de la fécondation per-
mette de maintenir cet équilibre. Ainsi le spermatozoide
transmet une empreinte uniqguement paternelle et I'ovocyte
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uniquement maternelle (Figure 1). L'empreinte est ensuite
conservée au cours du développement embryonnaire puis
de la vie adulte.

Les GSE sont essentiels au développement des mammifé-
res. En effet, ils interviennent dans le développement de
Fembryon ou ils jouent un rdle crucial dans la croissance,
le développement psychomoteur et la fonctionnalité du pla-
centa, expliquant que leurs dérégulations, qu’elles soient
transmises par les gamétes ou acquises au cours du déve-
loppement embryonnaire, sont a l'origine de pathologies
graves. Par ailleurs, le développement de cancers chez
'enfant et I'adulte peut étre associé a des dérégulations
d’empreintes [8, 18].

ll. AIDE MEDICALE A LA PROCREATION ET
PATHOLOGIES D’EMPREINTE

Entre les années 1990 et 2002, queiques cas sporadiques
de pathologies d’empreinte, déclarées chez des enfants
congus par AMP, ont été répertoriés sans conclusion parti-
culiére (Tableau 1). Cependant, fin 2002, deux cas de syn-
drome d’Angelman (AS) aprés ICSi sont rapportés [4], puis
un nouveau en 2003 [25]. Cette méme année, trois études
américaine, frangaise et anglaise ont rapposté un nombre
élevé de cas de syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS)
chez des enfants congus par AMP [7, 12, 22], observation
confirmée par une étude rétrospective australienne [13}
(Tableau 2).
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Figure 1 : Acquisition sexe-spécifique de 'empreinte parentale dans les lignées germinales.

L’une des caractéristiques des génes soumis a empreinte est leur expression monoallélique en fonction de I'origine
parentale des alléles. Afin de conserver cette spécificité d’expression dans les cellules somatiques de chaque nouvel
individu, il faut que, dans les cellules germinales, I'empreinte soit établie selon le sexe de l'individu et transmise spécifi-
quement par chaque gaméte. Ainsi, le marquage gamétique (épigénotype gamétique) doit étre réversible et effagable,
L’effacement des modifications épigénétiques survient dans les cellules germinales primordiales (PGCs). Aprés cette
étape d’effacement, une nouvelle empreinte parentale sexe-spécifique est établie dans les lignées germinales males et

femelles.

360




Tableau 1 : Cas rapportés de pathologies d’empreinte aprés AMP entre 1990 et 2002.

Pathologie Référence Nombre de cas Technique d’AMP Perte empreinte
BWS Bonduelle et al. [3] 1 ICSI Non déterminé
BWS Boerritger et al. [2] 1 ICSI Non déterminé
BWS Olivennes et al. [24] 1 ICSI Non déterminé
BWS Koudstaal et al. [19] 1 FIV Non déterminé
BWS Sutcliffe et al. [30] 1 FIV Non déterminé
Tableau 2 : Cas de Beckwith-Wiedemann recensés aprés AMP.
Auteurs Nombre total de cas Nombre des BWS % enfants AMP Risque de BWS
de BWS étudiés nés aprés AMP dans population générale si AMP
Halliday et al. [13] 37 4 (10,8%) x9
DeBaun et al. [7] 65 3(4,6%) 0,76% X5
Maher et al. [22] 149 6 (4,0%) 1,0% x 4
Gicquel et al. [12] 149 6 (4,0%) 1,3% x3

Le syndrome d’Angelman est un retard mental sévére, dia-
gnostiqué précocement, associé a une ataxie et une hypo-
tonie et causé par la perte d’empreinte du géne UBE3A. Le
BWS est un syndrome de croissance excessive associant
plusieurs malformations, tels que macroglossie, omphaio-
cele, une fréquence élevée de diabéte néonatal et surtout
un risque augmenté de développement de tumeurs dans
I'enfance, en particulier de tumeur de Wilm. Plusieurs GSE
de la région chromosomique 11p15.5, H19, IGF2, Kcnq1ot
et CDNK1 sont impliqués dans ce syndrome. Alors que les
cas d’AS observés restent isolés, les cas rapportes de
BWS sont plus nombreux (4 a 6 cas par étude). Dans les
différentes études ou des analyses géniques ont été faites,
la méme anomalie a été trouvée dans tous les cas. Elle
concerne le géne Kcnqgiot seulement dans les cas de
BWS et UBE3A dans les cas de AS.

Par ailleurs, aussi bien pour le BWS que pour le AS, I'ano-
malie correspond a une perte de I'empreinte maternelle
entrainant une expression biallélique du GSE paternel. Le
mecanisme de perte d’empreinte, qui est le plus fréquem-
ment responsable du développement du BWS, n’est que
trés rarement impliqué dans le AS, ce qui améne a penser
gu’'un facteur inhérent a la pratique de 'AMP favorise cette
perte d'empreinte maternelle. Aucune technique particulie-
re dAMP n’a pu étre mise en cause jusqu'a présent. En
effet, toutes les technigques disponibles ont été utilisées
pour la conception des enfants atteints des pathologies
d’empreinte décrites : spermatozoides congelés ou non,
provenant d’éjaculat ou prélevés chirurgicalement dans I'é-
pididyme ou le testicule, fécondation par FIV ou ICSI,
transfert d’embryons congelés ou non.

La survenue de BWS chez les enfants congus par AMP est
a rapporter aux observations faites chez les animaux issus
de FIV et décrites sous « syndrome du gros veau » (Loss
Off Imprinting, LOS). Dés 1998, des anomalies touchant
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les chévres et les moutons avaient été répertoriées aprés
simple culture d’embryons in vitro ou FIV/ICSI. Les ani-
maux concernés présentaient un poids de naissance
élevé, des malformations, un diabéte néonatal et une forte
mortalité dans les premiéres années de vie [35]. Ces mani-
festations ont été partiellement corrélées a la dérégulation
d’'un GSE, igf2r, qui comme dans la pathologie humaine
correspond a une perte de I'empreinte maternelle [34).

Néanmoins, les données connues actuellement ne permet-
tent pas d’exclure une contribution paternelle au dévelop-
pement d’anomalies d’empreinte pas plus qu'elles ne per-
mettent de remettre en cause la pratique de la FIV/ICISI, le
nombre de cas rapportes restant trés faible par rapport aux
nombre d’enfants nés depuis les années 80, qui se comp-
tent par centaines de milliers.

Afin de mieux évaluer I'existence potentielle d’'un risque
épigénétique au cours de la prise en charge en AMP, il est
nécessaire de mieux comprendre comment I'empreinte est
établie et maintenue chez les gamétes et I'embryon et
quelle influence pourrait avoir la FIV sur son altération
éventuelle.

IV. EMPREINTE PARENTALE DANS LES
GAMETES : ACQUISITION, MAINTIEN ET INTER-
FERENCES POSSIBLES DES PRATIQUES D’'AMP

L'empreinte est transmise de fagon sexe spécifique au
nouvel individu par I'intermédiaire des gameétes. Pour cela,
'empreinte est effacée précocement au niveau des cellules
germinales primordiales puis rétablie spécifiquement dans
chacune des deux lignées germinales males et femelles.

1. Lignée germinale male

L'étape d’établissement de I'empreinte sexe spécifique
dans la lignée germinale méle reste controversée. Les étu-




des menées chez la souris [5] et rhomme [17] ont établi,
pour H19, une acquisition précoce de la méthylation dés le
stade spermatogonie et le maintien de cette méthylation
tout au long de la différenciation de la lignée germinale.
Cependant, chez la souris, il a également été rapporté une
acquisition plus tardive de 'empreinte au stade spermato-
cyte-spermatide [31].

Au stade spermatozoide, H19, MEST [17] SNRPN [11]
chez 'homme et Mest, Snrpn, H19, peg 3, igf2r chez la
souris [21] ont une empreinte conforme au sexe transmet-
teur en faveur d'une acquisition précoce de 'empreinte.
Néanmoins, la question d’'une empreinte acquise dans les
spermatozoides, pour I'ensemble des génes soumis a
empreinte, reste posée. Ainsi, El-maari et al. ont démontré
une acquisition définitive de I'empreinte de SNRPN dans
les gamétes males au moment de la fécondation ou aprés
[10] (Figure 2). Le risque de transmission d’anomalies épi-
génétiques lors de I'utilisation de gametes méales en AMP
reste donc posé, d’autant plus lors de I'utilisation de gamé-
tes immatures, spermatozoides testiculaires ou épididy-
maires prélevés chirurgicalement, sur lesquels peu d'étu-
des ont été menées.

Par ailleurs, le rble de la cryoconservation, soit du cryopro-
tecteur et/ou de la technique de congélation elle méme sur
le maintien de I'empreinte reste a déterminer, aucune ana-
lyse n'ayant été réalisée.

spermatogonie?
H19 Dawis et al, 2000
H19, MEST, Kerjean et al, 2000

2. Lignée germinale femelle

L'acquisition de I'empreinte dans la lignée femelle apparait
plus complexe car multi-étapes. En effet, deux études
récentes, menées chez la souris [20, 23], ont rapporté une
acquisition progressive de I'empreinte au fur et & mesure
de la croissance ovocytaire. Cet établissement progressif
implique que I'ensembie des genes étudiés n'acquiére leur
empreinte qu'au stade de vésicules germinatives issues de
follicules antraux (Figure 3). Chez 'homme, une étude

menée dans des ovocytes bloqués en métaphase de 1€7€

et 26Me division a pareillement trouvé une méthylation nor-
male du géne SNRPN [11], alors q’'une étude contradictoi-
re, menée également sur vésicules germinatives, a rappor-
té une acquisition de la méthylation du géne SNRPN au-
dela du stade métaphase Il, soit a la fécondation ou juste
apres [10].

La croissance ovocytaire est corréiée a la synthése enzy-
matique et en particulier a celle des methyltransférases,
indispensables a I'apposition des groupements méthyles
sur les cytosines des GSE. L'acquisition de la méthylation
au fur et a mesure de la maturation ovocytaire fait craindre
une interférence entre établissement de 'empreinte et sti-
mulation hormonale lors de FAMP. En effet, une croissance
forcée, sous I'action des gonadotrophines, pourrait influer
d’'une part sur Facquisition de I'empreinte des génes tardi-

spermatocytes? Fécondation etiou
igf, snrpn, H19, igf2r post-fécondation?
Szabo et al, 1995 El-Maarri, 2001
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Figure 2 : Hypothéses sur le stade cellulaire d’acquisition de I’empreinte d’un géene méthylé au cours de la différencia-
tion et de la maturation de la lignée germinale male. Plusieurs études se sont intéressées, aussi bien chez 'homme que
chez la souris, au stade cellulaire germinal d’acquisition de empreinte. Plusieurs observations rapportent soit une
acquisition précoce soit une acquisition tardive et peu de génes ont été étudiés. Ainsi, le stade précis d’acquisition de
l'empreinte ainsi que la cinétique d’acquisition en fonction des génes soumis a empreinte restent controverseés.
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Figure 3 : Acquisition de I'empreinte parentale gaméte spécifique dans la lignée germinale femelle. Dans I'ovocyte, il y a
acquisition de 'empreinte au fur et 8 mesure de la croissance ovocytaire. L’acquisition est précoce pour certains
génes, dés le stade follicule secondaire pour SNRPN, tandis qu’elle est plus tardive pour d’autre, tel que le stade follicu-
le antral pour peg1.
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vement « imprintés » et d’autre part sur la synthése des
méthyltransférases. Cette éventualité est d'autant plus
considérée que dans tous les cas de pathoiogies d’em-
preinte rapportés, il s’agit systématiquement d'une dérégu-
lation maternelle de I'empreinte. Des études sur modéles
animaux sont nécessaires afin d’évaluer ce phénoméne.

La question parait également posée avec le récent avéne-
ment de la maturation in vitro (MIV) qui consiste a faire
maturer in vitro des ovocytes immatures prélevés au stade
vésicule germinative ou métaphase | jusqu'au stade méta-
phase ll, impliquant une culture prolongée des ovocytes et
donc l'influence possible de facteurs externes. La trés
récente introduction de cette technique en AMP ne permet
pas encore d'évaluer toutes ses conséquences. Enfin,
dans le futur, I'utilisation du tissu ovarien cryoconservé
sera confronté aux mémes interrogations. En effet, actuel-
lement, une cryconservation de tissu ovarien est proposée
a des femmes jeunes devant subir un traitement gonado-
toxique. On espére un jour avoir les moyens de faire matu-
rer in vitro les follicules issus de ce tissu afin de permettre
a ces femmes de procréer. Cette situation impliquera un
temps de culture trés prolongé. Chez la souris, aprés
maturation des follicules préantraux issus d’ovaires de sou-
ris jusqu’'au stade follicules antraux en 11 jours de culture,
I'étude de la méthylation de trois GSE, H19, mest et igf2r, a
mis en évidence des dérégulations de méthylation concer-
nant les trois génes [16]. Une connaissance approfondie
des conséquences de ia culture sur 'empreinte humaine et
de l'influence de facteurs externes sur cette empreinte
parait donc indispensable avant que ces techniques ne
soient appliquées a large échelle chez 'lhumain.

V. EMBRYON PRE-IMPLANTATOIRE : EMPREINTE
PARENTALE ET PRATIQUES D’AMP

Trés peu d’études se sont intéressées au statut de méthy-
lation des GSE de I'embryon préimplantatoire. Seuls
Geuns et al. ont rapporté une méthylation de 50% du géne
SNRPN dans des embryons préimplantatoires humains
congus par FIV/ICSI suggérant d’'une part un equilibre nor-
mal entre 'absence de méthylation paternelle (0%) et
100% de méthylation maternelie et d’autre part aucune
interférence de I'iCSI sur I'acquisition de la méthylation de
ce géne [11]. Cette étude isolée reste a confirmer a plus
grande echelle.

Au contraire, des études de méthylation globale de 'ADN,
menées chez la souris, ont montré des anomalies de
méthylation, chez les embryons congus par FIV ou aprés
simple stimulation hormonale de la femelle, versus des
embryons congus in vivo [27]. Ces différences de méthyla-
tion ont été corrélées a des anomalies de développement
embryonnaire impliquant un lien direct entre AMP et déré-
gulation. Cependant, la complexité de I'expression des
GSE dans I'embryon et leur grande tissu spécificité rend
toute analyse trés difficile, de sorte que I'on ne peut se pro-
noncer, a 'lheure actuelle, sur la dérégulation embryonnai-
re des GSE consécutive a AMP.
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VI. INFLUENCE DE LA CULTURE IN VITRO SUR
LE MAINTIEN DE UEMPREINTE ET SA
DEREGULATION

Les effets de la culture sur les individus a naitre ont rapide-
ment été constatés chez les veaux et les brebis par le
développement du LOS [35]. Ce syndrome se développe
essentiellement chez des animaux issus d'embryons et/ou
d’ovocytes exposés a plusieurs jours de culture, d’autant
plus que le milieu a été supplémenté en serum et qu’il y a
eu co-culture. Les effets phénotypiques de la culture ont
rapidement été démontrés en constatant des diminutions
du développement des embryons en morulas et biastocy-
tes in vitro versus in vivo chez la chévre, des gestations
plus longues et des poids de naissance globalement aug-
mentés chez les ovins et caprins [15, 28]. La certitude
d'une contribution épigénétique a ces phénoménes a éte
démontrée chez la chévre, ou I'empreinte de igf2r a été
retrouvée anormale chez les animaux malades issus de
FiV {34]. Il n'existe pas de données humaines claires sur
ce probléme si ce n'est les quelques cas de pathologies
d’empreinte rapportés pour lesquelles le niveau de dérégu-
lation pourrait se situer dans le gaméte femelle ou au cours
de la culture voir ultérieurement. Il semble cependant qu'u-
ne durée de culture supérieure a 5 jours et la composition
du milieu de culture favorisent des dérégulation d’emprein-
te chez la souris et la brebis [9, 28]. Ainsi, le role de la cul-
ture se pose en cas de transfert de blastocystes, méme si
aucune anomalie humaine n’a encore été répertoriée,
comme dans le cas de la culture ovocytaire prolongée évo-
quée précedemment.

Vil. CONCLUSION

Au total, de nombreux facteurs sont capables d’interfé-
rer avec I'établissement ou le maintien de I’empreinte
parentale a chacune des étapes mises en jeu dans la
réalisation des FIV/ICSI, soit dés qu’il y a manipulation
de gameétes et/ou d’embryons (Figure 4). Cependant, le
faible nombre d’études menées dans I'espéce humaine
et les résultats parfois contradictoires des travaux de
recherche entre eux ne permettent pas de conclure sur
le role de ces techniques. Il apparait donc nécessaire
de développer des protocoles de recherche sur game-
tes et embryons et d’y associer un suivi des grosses-
ses et des naissances. Il semble également important
de poursuivre ce suivi a I'age adulte, des données
récentes suggérant que certaines anomalies d’em-
preinte se manifesteraient a ’age adulte sous forme de
susceptibilité au développement de cancers, diabétes
ou pathologies cardio-vasculaires [22]. Ce type de
risque ne peut étre évalué chez les enfants congus par
AMP, les plus vieux n’ayant qu’une vingtaine d’années,
mais nécessiterait siirement d’étre vigilants.

Les données actuelles sont rassurantes car le nombre
d’anomalies liées a un désordre d’empreinte répertorié
a la naissance reste non significatif, ce qui ne doit pas
retarder la mise en place d’études simples d’évaluation
du risque épigénétique en AMP.




MV
stimulation hormonale

® v
0—0Q -----—-—--- 0—-» 1
/ 4

culture embryonnaire
congelation

PGC
\ @
J

- @ @@~

i g :mermatugerese

r
congélation

FIV /1CSI
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Les conséquences de ces dérégulations restent encore a mesurer aussi bien chez les enfants a naitre que chez les
adultes ainsi congus
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ABSTRACT

Parental imprinting and Assisted Reproductive
Technology (ART)

Céline CHALAS, Pierre JOUANNET

Medical intervention in procreation is not recent, as the
first artificial insemination (Al) was performed more than
two centuries ago. However, the interference in the repro-
ductive process with Al is limited. The first major change
concerned the possibility of fertilizing oocytes in vitro
(IVF) and culture of preimplantation embryos before their
transfer to the uterus. In the early nineties, it was shown
that direct injection of a single spermatozoon, even
abnormal or immature, info an oocyte could resuit in a
viable embryo and child. These techniques expanded very
rapidly and 45,000 IVFs, with ICSI in 50% of cases, were
performed in France in 2001 (FIVNAT). Aithough a high
incidence of major defects has not been reported, the
health status of children born by these techniques is a
growing concern. Congenital malformations [Hansen et
al., 2002], chromosomal abnormalities [Van Steirteghem
et al., 2002], neurological disorders [Stromberg et al.,
2002] and low birth weight [Schieve et al., 2002] have
been observed and discussed, but none of them seems to
be statistically much more frequent after assisted repro-
ductive technology (ART). It is important to determine the
mechanism of these defects in order to prevent them.
These risks may be related to the parents’ health status
and to their infertility, but they could also be linked to the
techniques used for procreation. Recently, several human
and animal studies have suggested an increased risk of
imprinting disorders in ART offspring [Debaun et al.,
2003; Gicquel et al., 2003; Maher et al., 2003; Halliday et
al., 2004]. Several elements can be considered to be
responsible for these defects and each step of reproducti-
ve technology could be concerned and must be studied.
Priority should be given to confirm the incidence of rare
genomic imprinting diseases, such as Beckwith Wiede-
mann Syndrome and Angelman Syndrome after ART.
Should systematic analysis of the methylation status of
several imprinted genes therefore be performed to evalua-
te the respective influence of the use of immature game-
tes, ovarian stimulation and embryo culture involved in
IVF/ICSI?

It would also be important to evaluate other epigenetic
modifications to determine the role of epigenetic deregu-
lations that could be related to ART.

Key words : parental imprinting, methylation, imprinting dis-
eases, ART
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