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Hérédité et épigénétique :
un réle inattendu pour ’ARN
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RESUME

L’hérédité mendélienne est la forme la plus classique de
transmission génétique dont les lois furent découvertes

par Gregor Mendel au XIX® siécle. Bien qu’expliquant Ia
transmission de la plupart des caractéres, on observe
que certains caractéres ne suivent pas ce mode de
transmission et qu'ils se transmettent a la descendance
sans que la séquence nucléotidique du chromosome
soit altérée. Par opposition a I'hérédité mendélienne,
celle-ci est appelée hérédité non-mendélienne.

Elle met en jeu le plus souvent la transmission de
modifications épigénétiques. L'exemple d’hérédité non-
mendélienne ou hérédité épigénétique trans-
générationnel le plus étudié est celui de la paramutation.
Initialement mis en évidence chez les plantes et
maintenant chez les mammiféres comme la souris, la
paramutation est une interaction entre deux alléles d’'un
locus. Dans la paramutation, un alléle d’une génération
affecte d’une maniére héréditaire I’expression de I'autre
alléle dans la génération future, ceci méme si Ialléle
induisant ce changement n’est pas lui-méme transmis.

Dans cette revue, nous décrirons un modéle de
paramutation nouvellement décrit chez la souris ol
I'expression du géne kit est modulée par des variations
épigénétiques. Contre tout attente, nous avons montré
que I'information épigénétique transmise par le gaméte
male et le gameéte femelle implique non pas les
modifications épigénétiques classiques telles que la
méthylation de I’ADN, la structure de la chromatine,
mais les molécules d’ARN. Ainsi ’ADN ne serait pas le
seul support de I'information héréditaire : I’ARN serait
lui-aussi un vecteur important dans la transmission
d’informations «épigénétiques.
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I. INTRODUCTION

1. Le code épigénétique

Les régulations épigénétiques jouent un réle fondamental
dans le contrble de I'expression transcriptionnelle des génes
chez les organismes eucaryotes. Notamment ces derniéres
années, plusieurs analyses génétiques et moléculaires
montrent que I'expression anormale de génes impliqués soit
dans le développement de cancers soit dans des maladies
génétiques pouvait étre le résultat d'altérations épigénétiques.
Ainsi, l'inactivation de génes ne s’avere pas étre toujours
associée a des mutations dans la séquence nucléotidique
du géne mais peut survenir, dans certains cas, aprés des
changements héréditaires de 1a molécule d’ADN (comme la
méthylation) ou aprés des changements héréditaires de la
structure de la chromatine [1, 20].

Si 'on considére I’ensemble du génome, les profils de
méthylation de ’'ADN ainsi que les profils de structure de la
chromatine appelés par la suite code épigénétique, sont,
en majorité, stables au cours du développement comme
dans les tissus somatiques de I'adulte. Cependant, et ceci
contrairement au code génétique, le code épigénétique n’est
pas complétement figé. Ainsi dans de nombreux processus
de différenciation, la chromatine et/ou I'état de méthylation
de séquences promotrices de certains génes sont
complétement modifiés, changements qui permettent
I'expression ou l'inactivation du géne en question. Il est donc
primordial que ces marques soient complétement effacées
dans les cellules totipotentes qui vont donner naissance a
de nouveaux individus.

Deux périodes voient, ainsi, un remaniement draconien de
ces structures : la période la plus précoce du développement
embryonnaire (blastocyste avant implantation) et la
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gamétogenése. Ces périodes permettent une repro-
grammation du génome des cellules germinales primordiales
et des cellules les plus précoces du développement, leur
assurant leur caractére totipotent, lequel est indispensable au
développement d’un nouvel individu [19]. Néanmoins, et
d’'une maniére tout a fait intéressante, de plus en plus de
données tendent & montrer que toutes les marques
épigénétiques ne sont pas complétement effacées entre les
générations, de telles marques épigénétiques resteraient
présentes aussi bien dans le gaméte femelle que dans le
gamete male.

2. Evidence de transmission de modifications
épigénétiques chez ’'Homme

En effet, il a été remarqué que des défauts dans la transmission
d’informations épigénétiques pouvaient avoir des effets
catastrophiques pour la descendance et méme la survie de
l'espéce. Si ce défaut n’est pas Iétal dans les étapes précoces
du développement mais plus tard dans la vie adulte (formation
de cancers entre autres), cette mutation ou plutot épimutation
est transmise aux descendants. Bien que les études chez
’THomme soient assez limitées, un nombre croissant d’entre
elles tendent a montrer que certaines maladies humaines
suivent ce mode d’hérédité ou des épimutations induites au
cours de la différenciation des cellules germinales sont
transmises aux futures générations [8].

Notamment, plusieurs études indépendantes indiquent
fortement que la nutrition pourrait induire de tels changements,
a quelques loci. Paint important & souligner, ces changements
épigénétiques peuvent étre transmis par l'intermédiaire des
gametes males.

D’autres analyses mettent en jeu des génes régulés par
'empreinte génomique parentale ou un défaut dans
I'établissement de la marque épigénétique dans le gameéte
male ou femelle a des répercussions trés graves chez les
individus qui en héritent. L'équipe de Horsthemke a montré,
ainsi, une association entre la présence d’épimutation, et
non de mutation, dans le locus SNURF-SNRPN et une perte
d’'empreinte génomique chez les patients atteints du syndrome
de Prader-Willi ou du syndrome d’Angelman. Sur les 19
patients informatifs, 'épimutation associée au syndrome de
Prader-Willi était localisée sur le chromosome du pére et du
grand-pére. Ceci signifie que le chromosome du pére qui
porte une marque épigénétique aberrante au locus SNUF-
SNRPN est transmis par le grand-pére. Une des explications
donnée est un effacement incomplet de la marque maternelle
dans les cellules germinales males [2].

L'ensemble de ces données convergent toutes vers la méme
idée (relativement nouvelle puisque pendant longtemps le
génome des spermatozoides apparaissait comme une entité
trés compacte et « globalement » inerte) : e génome des
spermatozoides est marqué par des modifications
épigénétiques héréditaires indispensables au développement
normal de 'embryon. La question qui se pose est de savair
quelles sont les modifications épigénétiques transmises par
le gameéte male. La méthylation de 'ADN et/ou la structure
de [a chromatine sont-elles les seules informations
épigénétiques transmises par ce dernier ?
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Il. MODELE MURIN D’ANALYSE DE
TRANSMISSION HEREDITAIRE DE MARQUES
EPIGENETIQUES : LA PARAMUTATION

Par définition, la paramutation est un mécanisme par lequel
une modification épigénétique est induite sur un alléle quand
l'autre est lui-mé&me modifié. Une fois induite, cette modification
épigénétique est transmise aux futures générations. Ce
mécanisme flt décrit, il y a maintenant de nombreuses années,
chez les plantes comme une interaction entre deux alléles [4].
Depuis, chez la souris, deux équipes ont décrit deux exemples
d’interactions alleliques faisant intervenir la méthylation, qui
se rapprochent de ce phénoméne de paramutation [10, 17].
Néanmoins, des cas de paramutation ou I'expression
phénotypique d'un alléle est modifiée via son interaction avec
un autre, n"avaient jamais été décrits chez les mammiféres.

1. Paramutation dans le locus kit

Au cours de I'analyse du géne c-kit chez la souris, nous avons
observé une claire dérive de la distribution mendélienne chez
la descendance de croisements entre hétérozygotes de
mutant insertionnel c-kit-LacZ ou la cassette LacZ a été
insérée par recombinaison homologue dans le premier exon
du géne c-kit[18]. Ce géne code pour un récepteur a activité
tyrosine kinase et joue un réle critique dans plusieurs
processus développementaux comme la différenciation des
cellules germinales, la migration des mélanocytes et
I'hématopoiése. Les homozygotes portant cette mutation
insertionnelle meurent juste aprés la naissance. Les
hétérozygotes se caractérisent par des pattes blanches et des
bouts de queues blancs (Figure 1).

Or, en croisant des hétérozygotes entre eux, nous avons pu
observer que contrairement aux proportions attendues d’aprés
les lois de Mendel, presque toute la descendance avait le
phénotype «queue et pattes blanches» et ceci que leur
génotype soit sauvage ou hétérozygote. Ainsi, le phénotype
«queue et pattes blanches» est maintenu chez les
descendants de génotype sauvage Kit*/*. Les deux alléles
sont pourtant structurellement normaux au niveau de la
séquence nucléotidique, révélant ainsi un nouveau mode de
mécanismes épigénétiques, appelés paramutation. Ce
phénotype est transmissible aux futures générations. Point
important a souligner, la transmission de la paramutation est
aussi bien paternelle que maternelle.

La question posée f{t alors de définir le mode de transmission
de cette variation épigénétique. Deux types de modifications,
susceptibles de modifier 'expression d’'un géne, pouvaient
intervenir : I'état de méthylation et la structure de la
chromatine. Afin de déterminer si I'un ou 'autre de ces
mécanismes était impliqué, I'état de méthylation du promoteur
du géne kit ainsi que I'état de méthylation aux résidus de la
lysine 4 et 9 des histones H3 ont été comparés entre les
souris sauvages et paramutées. Ces analyses n’ont pas
permis de déceler de différences notables entre I'alléle sauvage
et modifié. Le probléme principal avec ce type d’'analyse
(Southern blot, séquengage d’'un ADN traité par le bisulfite et
immuno-précipitation de la chromatine) est que seulement des
régions limitées du géne c-kit peuvent étre analysées. Or,
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Figure 1 : Paramutation au locus Kkit.

Lorsque des souris hétérozygotes au locus kit (portant un alléle sauvage et un alléele mutant) sont croisées avec des
souris homozygotes au locus kit (portant deux alléles sauvages), on s’attend a obtenir, d’aprés les lois de Mendel, 50%
de souris avec un phénotype " kit " (bout de queue et pattes blanches) et 50% de souris avec un phénotype sauvage. Or
on observe que prés de 90% de la descendance ont un phénotype " kit ". Aprés génotypage des souris, il s’avére que la
moitié de ces souris au phénotype " kit " posséde un génotype sauvage. Ces souris sont alors appelées " souris para-
mutées " et sont notées Kit +/+ (*). Les chiffres entre parenthéses représentent le nombre d’animaux analysés issus de

4 croisements indépendants

les analyses réalisées chez les plantes ou cette méme
régulation a été observée montrent que I'élément régulateur
peut se trouver a 100kb du promoteur du géne étudié [5].

2. ARN et micro-RNA : un vecteur d’informations
épigénétiques

Plusieurs résultats indépendants indiquent fortement que
l'information qui provoque une distorsion entre génotype et
phénotype chez les descendants de croisements entre parents
hétérozygotes serait, en fait, portée par ’ARN. Tout d'abord,
I'expression du géne Kit est dérégulée dans les étapes tardives
de la spermatogenése puisqu’il existe une accumulation de
transcrits anormaux dans les spermatides et les
spermatozoides, transcrits qui proviennent soit de la
dégradation d’ARN messager du géne kit soit de la maturation
anormale de ces transcrits. Afin de déterminer si ces ARN

étaient potentiellement capables de transférer I'information
épigénétique aux générations futures, des ARN extraits de
tissus somatiques ou de spermatozoides d’animaux mutants
ont été injectés dans des ceufs fécondés. Fait remarquable,
Tinjection d’ARN qui avait montré induire des changements
héréditaires chez Caenorhabditis elegans était également
trés efficace chez la souris. En effet, 40 a 50% des souris
dérivant des embryons injectés montraient le phénotype «
pattes et queues blanches» caractéristique d’'un changement
d’expression du géne kit (Figure 2) [18].

Ces demiéres années, de nombreuses analyses montrent que
la production d’une protéine peut étre diminuée par des petits
ARN non codant d’environ 22 nucléotides, appelés micro-
RNA, ceci soit par inhibition de la traduction de la protéine soit
par dégradation de 'ARN messager [9, 21]. Chez la souris,
deux micro-RNA ont été identifiés in silico comme ciblant le
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Figure 2 : L’ARN est impliqué dans la paramutation.
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A. Présence de formes anormales d’ARN dans la téte du spermatozoide. 1. Détermination quantitative par la technique
de RT-PCR de 'ARN kit présent dans les spermatozoides de souris Kit+/+ et Kit+/tm1AIf rapporté & 'ARN Gapdh. 2.
Coloration par la technique régressive a 'EDTA. L’ARN apparait plus contrasté que PADN sur les images de microsco-
pie électronique. B. Induction du phénotype paramutant aprés injection d’ARN totaux extraits soit de cerveaux, de testi-

cules ou de spermatozoides Kit+/tm1AIf.

géne kit. Ce sont les micro-RNA 221 et 222, communément
appelés miR-221 et miR-222 [7, 12]. Nous nous sommes
demandés si 'injection de ces deux micro-RNA dans des
ceufs fécondés pouvait avoir le méme effet que I'injection
d’ARN totaux. L'expérience montre que c’est bien le cas. Les
souris issus d'ceufs fécondés injectés avec les micro-RNA miR-
221 et miR-222 ont le phénotype «pattes et queues blanches».

Ces résultats montrent que contre toute attente, FARN est un
des acteurs de cette transmission. Néanmoins, de nombreuses
questions restent en suspend. Notamment par quel
mécanisme ces ARN modifient-ils I'expression génique ? Le
géne kit est-il le seul géne dont I'expression puisse étre
modifiée par I'action des ARN ?
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3. Quels sont les mécanismes molécuiaires mis en jeu ?

Nos résultats montrent que l'injection de micro-RNA ou d’ARN
extraits de souris hétérozygotes pour la mutation kit dans
I'ceuf fécondé induisent une modification épigénétique
transmissible 4 la descendance. Sachant que les micro-RNA
sont capables de diminuer la production de protéines soit en
inhibant la traduction de la protéine soit en dégradant TARN
messager, nous nous sommes demandés si la micro-injection
de micro-ARN dans 'osuf modifiait 'expression du micro-
ARN chez ’'adulte. Nos analyses par les techniques de
Northern blot et de transcription reverse de micro-ARN (RT-
PCR), ont montré que ce n’était pas le cas, indiquant que les
micro-ARN induisent une modification épigénétique sur les
génes cibles, modifications qui restent a identifier.




4. Le géne kit n’est pas le seul géne dont ’expression peut
étre modifiée par I'injection de micro RNA dans I'ceuf
fécondé

L'observation que l'injection des micro-ARN miR-221 et miR-
222 induisait des changements épigénétiques transmissibles
a la descendance, nous a conduit & nous poser la question
de savoir si d’autres variations phénotypiques pouvaient étre
induites par 'injection d’autres micro-ARN. Pour cela, d’autres
micro-RNA ont été injectés dans 'ceuf fécondé et les souris
descendantes de ces csufs micro-injectés ont été analysées
phénotypiquement. Les descendants d'ceufs injectés soit
avec le miR-124, trés largement exprimé dans le cerveau et
qui possédent de nombreuses cibles intervenant dans le
contrdle de la prolifération cellulaire [13], soit avec le miR-1,
spécifiquement exprimé dans le cceur, donnent des
phénotypes tout a fait remarquables [7, 12]. En effet, avec
beaucoup de surprises, nous nous sommes apergus que les
souris descendantes des embryons micro-injectés avec le
mir-124 montraient une augmentation de la masse corporelle
de 30 a 40%.

Nous avons, également, observé que les méales atteignaient
leur maturité sexuelle 10 jours avant les males témoins. Nos
premiéres analyses réalisées par transcription reverse
quantitative des ARN (Q-RT-PCR) et par Northern blot
indiquent fortement que I'expression d’un géne, cible potentielle
du micro-RNA 124, serait modifi€ée [Grandjean et al., en
préparation]. Concernant les embryons micro-injectés avec
le miR-1, ceux-ci montrent une hypertrophie concentrique de
la paroi ventriculaire du coeur qui serait due a un
agrandissement des cardiomyocytes initié au cours de
'embryogenése [Wagner K et al., en préparation]. Dans ce
cas, c'est 'expression d’un géne impliqué dans le processus
d’élargissement cellulaire dans le coeur normal, qui est
affectée. Trés important et comme dans le cas du modéle «kit»,
ces phénotypes sont transmis & la descendance d’'une maniére
plus ou moins atténuée.

lll. PERSPECTIVES

Cette découverte, & savoir que I'ARN porté par le
spermatozoide régule I'expression d'un certain nombre de
génes par des voies épigénétiques et que cette régulation est
transmissible aux générations via des modes non génomiques
est, sans aucun doute, trés importante tant sur le plan
fondamental que sur le plan appliqué. Cela met en évidence
un nouveau mode de transmission par le gaméte male via
'ARN.

Du point de vue fondamental, cette découverte pose la
question de savoir comment un ARN provenant du
spermatozoide injecté dans I'ceuf fécondé agit sur le patrimoine
épigénétique et/ou génétique présent dans I'oocyte. Bien que
cette question soit loin d’étre élucidée, une des hypothéses
serait que ces petits ARN agiraient sur la mise en place des
profils de modification épigénétique qui sont, comme nous
l'avons vu précédemment, trés dynamiques dans 'ceuf. Cette
hypothése est confortée par de récentes et moins récentes
données indiquant la capacité des petits ARN a diriger la
méthylation et la compaction de la chromatine sur des régions
données dans le génome de celiules humaines (pour revue
voir [6]).

Sur le plan plus appliqué, on peut se poser la question de
'impact de 'ARN présent dans le spermatozoide dans le
développement chez 'Homme. Une chose est sire, plusieurs
analyses indépendantes le montrent, le spermatozoide humain
contient une quantité non négligeable d’ARN [14, 16). Des
analyses récentes ont montré que le profil d'expression d'ARN
pouvait étre différent entre 'homme fertile et 'homme infertile
[3]. Quel est le réle de cet ARN dans la fécondation, dans la
transmission de maladies génétiques ou «épigénétique» [11,
15] ? Autant de questions qui demeurent encore sans réponse.
Une chose est sdre, 'ARN présent dans le spermatozoide n'a
pas encore révélé tout ses secrets.
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ABSTRACT
Heredity and epigenetics: an unexpected role of RNA
Valérie GRANDJEAN, Minoo RASSOULZADEGAN

Although Mendel's first laws explain the transmission of
most characteristics, there has recently been a renewed
interest in the notion that DNA is not the sole determinant
of our inherited phenotype.

Human epidemiology studies and animal and plant genetic
studies have provided evidence that epigenetic information
(“epigenetic” describes an inherited effect on chromosome
or gene function that is not accompanied by any alteration
of the nucleotide sequence) can be inherited from parents
to offspring.

Most of the mechanisms involved in epigenetic "memory”
are paramutation events, which are heritable epigenetic
changes in the phenotype of a “paramutable” allele. Initially
demonstrated in plants, paramutation is defined as an
interaction between two alleles of a single locus that results
in heritable changes of one allele that is induced by the
other.

The authors describe an unexpected example of
paramutation in the mouse revealed by a recent analysis of
an epigenetic variation modulating expression of the Kit
locus. The progeny of heterozygote intercrosses (carrying
one mutant and one wild-type allele) showed persistence of
the white patches (characteristic of heterozygotes) in the

homozygous KitH* progeny. The DNA sequences of the two
wild-type alleles were structurally normal, revealing an
epigenetic modification. Further investigations showed that
RNA and microRNA, released by sperm, mediate this
epigenetic inheritance.

The molecular mechanisms involved in this unexpected
mode of inheritance and the role of RNA molecuiles in the
spermatozoon head as possible vectors for the hereditary
transfer of such modifications - implying that paternal
inheritance is not limited to just one haploid copy of the
genome - are still a matter of debate. Paramutations may be
considered to be one possibility of epigenetic modification
in the case of familial disease predispositions not fully
explained by Mendelian analysis.

Key words : epigenetics, RNA, spermatozoa, mouse
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