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RESUME 

Uh~r6dit~ mend~lienne est la forme la plus classique de 
transmission g~n~tique dont les lois furent d~couvertes 

par Gregor Mendel au XlX e si~cle. Bien qu'expliquant la 
transmission de la plupart des caract~res, on observe 
que certains caract#.res ne suivent pasce mode de 
transmission et qu'ils se transmettent/! la descendance 
sans que la s~quence nucl6otidique du chromosome 
soit alt~r6e. Par opposition/! I'h6r6dit~ mend61ienne, 
celle-ci est appel~e h~r6dit~ non-mend~lienne. 

Elle met en jeu le plus souvent la transmission de 
modifications ~pig~n~tiques. L'exemple d'h~r~dit6 non- 
mend61ienne ou h6r~dit(~ (~pig~n~tique trans- 
g(m~rationnei le plus ~tudi~ est celui de la paramutation. 
Initialement mis en ~vidence chez les plantes et 
maintenant r les mammif#.res comme la souris, la 
paramutation est une interaction entre deux all#.les d'un 
locus. Dans la paramutation, un allele d'une g6n~ration 
affecte d'une mani~re h6r6ditaire I'expression de I'autre 
allele dans la g~n~ration future, ceci m~me si I'all~le 
induisant ce changement n'est pas lui-m~me transmis. 

Dans cette revue, nous d~crirons un mod#.le de 
paramutation nouvellement d~crit chez la souris oO 
I'expression du g~ne kit est modul6e par des variations 
6pig~n6tiques. Contre tout attente, nous avons montr~ 
que I'information 6pig6n~tique transmise par le gamete 
m~le et le gamete femelle implique non pas les 
modifications ~pig~n6tiques classiques telles que la 
m~thylation de I'ADN, la structure de la chromatine, 
mais les molecules d'ARN. Ainsi I'ADN ne serait pas le 
seul support de I'information h~r6ditaire : I'ARN serait 
lui-aussi un vecteur important dans la transmission 
d'informations ~(~pig6n6tiques. 

I. INTRODUCTION 

1. Le code ~pig~n(~tique 

Les regulations 6pig~netiques jouent un r61e fondamental 
dans le contrSle de I'expression transcriptionnelle des g~nes 
chez les organismes eucaryotes. Notamment ces derni~res 
annees, plusieurs analyses g6n~tiques et mol~culaires 
montrent que I'expression anormale de g~nes impliqu~s soit 
dans le d~veloppement de cancers soit dans des maladies 
g~netiques pouvait ~tre le r~sultat d'alterations ~pig6n~tiques. 
Ainsi, rinactivation de genes ne s'avere pas ~tre toujours 
associ~e & des mutations dans la s~quence nucldotidique 
du g~ne mais peut survenir, dans certains cas, apr6s des 
changements h~r~ditaires de la molecule d'ADN (comme la 
m~thylation) ou apr~s des changements h~r~ditaires de la 
structure de la chromatine [1,20]. 

Si I'on consid~re rensemble du gdnome, les profils de 
m6thylation de I'ADN ainsi que les proflls de structure de la 
chromatine appeles par la suite code 6pig~n6tique, sont, 
en majorite, stables au cours du ddveloppement comme 
dans les tissus somatiques de radulte. Cependant, et ceci 
contrairement au code genetique, le code 6pigdn~tique n'est 
pas completement fig6. Ainsi dans de nombreux processus 
de diff~renciation, la chromatine et/ou 1'6tat de methylation 
de s~quences promotrices de certains g6nes sont 
compl~tement modifi6s, changements qui permettent 
I'expression ou I'inactivation du g~ne en question. II est donc 
primordial que ces marques soient compl~tement effacees 
clans les cellules totipotentes qui vont donner naissance 
de nouveaux individus. 

Deux p~riodes voient, ainsi, un remaniement draconien de 
ces structures : la p6dode la plus pr6coce du d6veloppement 
embryonnaire (blastocyste avant implantation) et la 
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gam0togen~se. Ces p0riodes permettent une repro- 
grammation du g0nome des cellules germinales primordiales 
et des cellules les plus pr0coces du d~veloppement, leur 
assurant leur caract~re totipotent, lequel est indispensable au 
d0veloppement d'un nouvel individu [19]. Neanmoins, et 
d'une mani~re tout a fait int6ressante, de plus en plus de 
donnOes tendent & montrer que toutes les marques 
6pigOn0tiques ne sont pas compl0tement effac0es entre les 
g0n0rations, de telles marques 0pig~n0tiques resteraient 
pr0sentes aussi bien dans le gam0te femelle que dans le 
gam0te m&le. 

2. Evidence de transmission de modifications 
dpig~n~tiques chez I'Homme 

En effet, il a 0t0 remarque que des d6fauts dans la transmission 
d'informations 0pig6n0tiques pouvaient avoir des effets 
catastrophiques pour la descendance et m6me la survie de 
I'esp6ce. Sice d6faut n'est pas 10tal dans les 0tapes pr0coces 
du d~veloppement mais plus tard dans la vie adulte (formation 
de cancers entre autres), cette mutation ou plutOt dpimutation 
est transmise aux descendants. Bien que les 0tudes chez 
I'Homme soient assez limit~es, un nombre croissant d'entre 
elles tendent & montrer que certaines maladies humaines 
suivent ce mode d'h~redite oO des ~pimutations induites au 
cours de la diffOrenciation des cellules germinales sont 
transmises aux futures gOnOrations [8]. 

Notamment, plusieurs Otudes indOpendantes indiquent 
fortement que la nutrition pourrait induire de tels changements, 

quelques loci. Point important ~ souligner, ces changements 
6pig6ndtiques peuvent ~tre transmis par I'intermOdiaire des 
gamOtes m&les. 

D'autres analyses mettent en jeu des g~nes rOgulds par 
I'empreinte g6nomique parentale o0 un ddfaut dans 
I'0tablissement de la marque ~pig0netique dans le gamete 
m&le ou femelle a des rOpercussions trOs graves chez les 
individus qui en h6ritent. L'dquipe de Horsthemke a montr0, 
ainsi, une association entre la pr0sence d'dpimutation, et 
non de mutation, dans le locus SNURF-SNRPN et une perte 
d'empreinte gdnomique chez les patients atteints du syndrome 
de Prader-Willi ou du syndrome d'Angelman. Sur les 19 
patients informatifs, I'~pimutation associ0e au syndrome de 
Prader-Willi 0tait Iocalis6e sur le chromosome du pore et du 
grand-p0re. Ceci signifie que le chromosome du pere qui 
porte une marque dpigendtique aberrante au locus SNUF- 
SNRPN est transmis par le grand-p~re. Une des explications 
donn~e est un effacement incomplet de la marque maternelle 
dans les cellules germinales m~les [2]. 

L'ensemble de ces donn~es convergent toutes vers la m~me 
idOe (relativement nouvelle puisque pendant Iongtemps le 
g6nome des spermatozo'ides apparaissait comme une entit0 
trOs compacte et <~ globalement )) inerte) : le g0nome des 
spermatozo'fdes est marqud par des modifications 
0pigdn0tiques hOr~ditaires indispensables au dOveloppement 
normal de rembryon. La question qui se pose est de savoir 
quelles sont les modifications 0pigdndtiques transmises par 
le gamete m~le. La methylation de I'ADN et/ou la structure 
de la chromatine sont-elles les seules informations 
0pig6netiques transmises par ce dernier ? 

II. MODIt::LE MURIN D'ANALYSE DE 
TRANSMISSION HI~RI~DITAIRE DE MARQUES 

I~PIGI~NI~TIQUES : LA PARAMUTATION 

Par d6finition, la pararnutation est un m6canisme par lequel 
une modification 6pig~n0tique est induite sur un allele quand 
I'autre est lui-m~me modifi0. Une fois induite, cette modification 
0pig0n6tique est transmise aux futures g0n0rations. Ce 
mecanisme lot dOcdt, U y a maintenant de nombreuses ann6es, 
chez les plantes comme une interaction entre deux alleles [4]. 
Depuis, chez la souris, deux ~quipes ont d6cdt deux exemples 
d'interactions all01iques faisant intervenir la methylation, qui 
se rapprochent de ce ph0nom~ne de paramutation [10, 17]. 
Neanmoins, des cas de paramutation ot~ I'expression 
phenotypique d'un allele est modifi0e via son interaction avec 
un autre, n'avaient jamais 0t6 d~crits chez les mammif0res. 

1, Paramutation dans le locus kit 

Au cours de I'analyse du g~ne c-~t chez la souris, nous avons 
observ0 une claire dOrive de la distribution mend01ienne chez 
la descendance de croisements entre h0t0rozygotes de 
mutant insertionnel c-kit-LacZ or= la cassette LacZ a 6t6 
inser0e par recombinaison homologue dans le premier exon 
du gene c-kit [18]. Ce g~ne code pour un r~cepteur ,~ activit6 
tyrosine kinase et joue un r01e critique dans plusieurs 
processus dOveloppementaux comme la diff0renciation des 
cellules germinales, la migration des melanocytes et 
I'h0matopo'fOse. Les homozygotes portant cette mutation 
insertionnelle meurent juste apr~s la naissance. Les 
hdtOrozygotes se caractOdsent par des pattes blanches et des 
bouts de queues blancs (Figure 1). 

Or, en croisant des hOt0rozygotes entre eux, nous avons pu 
observer que contrairement aux proportions attendues d'apr~s 
les lois de Mendel, presque toute la descendance avait le 
ph0notype <<queue et pattes blanches~ et ceci que leur 
gdnotype soit sauvage ou h~t0rozygote. Ainsi, le ph0notype 
<<queue et pattes blanches~ est maintenu chez les 
descendants de genotype sauvage Kit +/+. Les deux alleles 
sont pourtant structurellement normaux au niveau de la 
s~quence nucl~otidique, rOv~lant ainsi un nouveau mode de 
mecanismes 0pigOnetiques, appelOs paramutation. Ce 
phenotype est transmissible aux futures gOn0rations. Point 
important ~ souligner, la transmission de la paramutation est 
aussi bien paternelle que maternelle. 

La question pos6e fOt alors de d~finir le mode de transmission 
de cette variation 6pig0n0tique. Deux types de modifications, 
susceptibles de modifier I'expression d'un g~ne, pouvaient 
intervenir : I'0tat de m6thylation et la structure de la 
chromatine. Afin de dOterminer si I'un ou I'autre de ces 
mecanismes 0tait impliqu0, I'etat de m0thylation du promoteur 
du gone kit ainsi que 1'Otat de m0thylation aux r~sidus de la 
lysine 4 et 9 des histones H3 ont et0 comparOs entre les 
souris sauvages et paramutOes. Ces analyses n'ont pas 
permis de d0celer de differences notables entre I'all~le sauvage 
et modifie. Le problOme principal avec ce type d'analyse 
(Southern blot, sequen(;age d'un ADN trait6 par le bisulfite et 
immuno-pr~cipitation de la chromatine) est que seulement des 
r6gions limitOes du gone c-kit peuvent 6tre analys0es. Or, 
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Figure 1 : Paramutation au locus kit. 

Lorsque des souris h6t~rozygotes au locus kit (portant un allele sauvage et un alldle mutant) sont crois~es avec des 
souris homozygotes au locus kit (portant deux all61es sauvages), on s'attend ~ obtenir, d'apr6s les lois de Mendel, 50% 
de souris avec un ph~notype "k i t  " (bout  de queue et pattes blanches) et 50% de souris avec un phdnotype sauvage. Or 
on observe que pr6s de 90% de la descendance ont un ph~notype "k i t  ". Apr~s g6notypage des souris, i l  s'av6re que la 
moiti6 de ces souris au ph~notype " k i t  "poss6de un g6notype sauvage. Ces souris sont alors appel6es "sour is  para- 
mut6es "e t  sont not6es Kit +/+ (*). Les chiffres entre parenthdses repr6sentent le nombre d'animaux analys6s issus de 
4 croisements ind6pendants 

les analyses r6alis6es chez les plantes oe cette m~me 
r6gulation a ~t~ observde montrent que I'~l~ment r6gulateur 
peut se trouver a 100kb du promoteur du g~ne 6tudie [5]. 

2. A R N  et  m i c r o - R N A  : un v e c t e u r  d ' i n f o r m a t i o n s  

6pig(~ndtiques 

Plusieurs r6sultats ind6pendants indiquent fortement que 
rinformation qui provoque une distorsion entre gdnotype et 
ph~notype chez les descendants de croisements entre parents 
h6t~rozygotes serait, en fait, pottle par I'ARN. Tout d'abord, 
I'expression du g(~ne K/test d~rdgulee dans les etapes tardives 
de la spermatogen(~se puisqu'il existe une accumulation de 
transcrits anormaux clans les spermatides et les 
spermatozoTdes, transcrits qui proviennent soit de la 
d6gradation d'ARN messager du g~ne k/t soit de la maturation 
anormale de ces transcrits. Afin de ddterminer si ces ARN 

~taient potentiellement capables de transf6rer rinformation 
6pig~n6tique aux g6nerations futures, des ARN extraits de 
tissus somatiques ou de spermatozoi'des d'animaux mutants 
ont ~t~ inject~s dans des ceufs f6cond~s. Fait remarquable, 
I'injection d'ARN qui avait montr~ induire des changements 
h~reditaires chez Caenorhabditis elegans ~tait 6galement 
tr6s efficace chez la souris. En effet, 40 & 50% des souris 
dedvant des embryons inject6s montraient le ph~notype << 
pattes et queues blanches>> caract6dstique d'un changement 
d'expression du gene kit (Figure 2) [18]. 

Ces demi6res annees, de nombreuses analyses montrent que 
la production d'une prot6ine peut ~tre diminu6e par des petits 
ARN non codant d'environ 22 nucl~otides, appel6s micro- 
RNA, ceci soit par inhibition de la traduction de la prot~ine soit 
par d6gradation de I'ARN messager [9, 21]. Chez la souris, 
deux micro-RNA ont ~t~ identifids in silico comme ciblant le 
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Figure 2 : L'ARN est impliqud dans la paramutation. 

A. Prdsence de formes anormales d'ARN clans la t~te du spermatozoTde. 1. Ddtermination quantitative par la technique 
de RT-PCR de I'ARN kit prdsent dans les spermatozo'ides de souris Kit+/+ et Kit+/tmlAIf rapport~ ~ I'ARN Gapdh. 2. 
Coloration par la technique rdgressive d I'EDTA. L'ARN apparaTt plus contrastd que I'ADN sur les images de microsco- 
pie dlectronique. B. Induction du phdnotype paramutant apr~s injection d'ARN totaux extraits soit de cerveaux, de testi- 
cules ou de spermatozoYdes Kit+/tmlAIf. 

g(}ne kit. Ce sont les micro-RNA 221 et 222, commundment 
appeles miR-221 et miR-222 [7, 12]. Nous nous sommes 
demand6s si I'injection de ces deux micro-RNA dans des 
ceufs f6condds pouvait avoir le mr}me effet que I'injection 
d'ARN totaux. L'exp~rience montre que c'est bien le cas. Les 
souds issus d'oeufs f~cond~s inject~s avec les micro-RNA miR- 
221 et miR-222 ont le phdnotype <<pattes et queues blanches)). 

Ces r~sultats montrent que contre toute attente, I'ARN est un 
des acteurs de cette transmission. Ndanmoins, de nombreuses 
questions restent en suspend. Notamment par quel 
m~canisme cesARN modifient-ils I'expression g~nique ? Le 
g~ne kit est-il le seul g6ne dont I'expression puisse ~tre 
modifiee par I'action des ARN ? 

3. Quels  sont  les m6can ismes  mol6cula i res  mis e n j e u  ? 

Nos rdsultats montrent que I'injection de micro-RNA ou d'ARN 
extraits de souris hdtdrozygotes pour la mutation kit dans 
I'oeuf f6condd induisent une modification epigdndtique 
transmissible ~ la descendance. Sachant que les micro-RNA 
sont capables de diminuer la production de protdines soit en 
inhibant la traduction de la protdine soit en ddgradant I'ARN 
messager, nous nous sommes demandds si la micro-injection 
de micro-ARN dans I'oeuf modifiait I'expression du micro- 
ARN chez I'adulte. Nos analyses par les techniques de 
Northern blot et de transcription reverse de micro-ARN (RT- 
PCR), ont montrd que ce n'etait pas le cas, indiquant que les 
micro-ARN induisent une modification dpig~ndtique sur les 
g~nes cibles, modifications qui restent ~ identifier. 
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4. Le g(~ne kit n'est pas le seui g~ne dont I'expression peut 
r modifi6e par I'injection de micro RNA dans I'ceuf 
fdcondd 

L'observation que I'injection des micro-ARN miR-221 et miR- 
222 induisait des changements 6pigdn6tiques transmissibles 

la descendance, nous a conduit ~ nous poser la question 
de savoir si d'autres variations phdnotypiques pouvaient ~tre 
induites par I'injection d'autres micro-ARN. Pour cela, d'autres 
micro-RNA ont dt~ inject~s dans I'oeuf f~conde et les souris 
descendantes de ces ~u f s  micro-injectds ont dt6 analys6es 
phdnotypiquement. Les descendants d'ceufs inject~s soit 
avec le miR-124, tr6s largement exprim6 dans le cerveau et 
qui poss~dent de nombreuses cibles intervenant dans le 
contrSle de la prolif6ration cellulaire [13], soit avec le miR-1, 
spdci f iquement exprim6 dans le ceeur, donnent des 
ph~notypes tout & fait remarquables [7, 12]. En effet, avec 
beaucoup de surprises, nous nous sommes aper()us que les 
souris descendantes des embryons micro-inject6s avec le 
mir-124 montraient une augmentation de la masse corporelle 
de 30 ~ 40%. 

Nous avons, ~galement, observ6 que les m~les atteignaient 
leur maturit6 sexuelle 10 jours avant les m~les tdmoins. Nos 
premieres analyses r~alisees par transcription reverse 
quantitative des ARN (Q-RT-PCR) et par Northern blot 
indiquent fortement que I'expression d'un g6ne, cible potentielle 
du micro-RNA 124, serait modifiee [Grandjean et al., en 
prdparation]. Concernant les embryons micro-injectds avec 
le miR-1, ceux-ci montrent une hypertrophie concentrique de 
la paroi ventr iculaire du cceur qui serait due ~ un 
agrandissement des cardiomyocytes initial au cours de 
I'embryogen~se [Wagner K et al., en preparation]. Dans ce 
cas, c'est I'expression d'un gene implique dans le processus 
d'dlargissement cellulaire dans le cceur normal, qui est 
affect~e. Tres important et comme dans le cas du module <<kit>~, 
ces ph~notypes sont transmis & la descendance d'une mani~re 
plus ou moins att~nude. 

II1. P E R S P E C T I V E S  

Cette d6couverte, & savoir que I 'ARN port~ par le 
spermatozoTde r6gule I'expression d'un certain nombre de 
g6nes par des voies epigdn6tiques et que cette r~gulation est 
transmissible aux g~ndrations via des modes non genomiques 
est, sans aucun doute, tr6s importante tant sur le plan 
fondamental que sur le plan applique. Cela met en evidence 
un nouveau mode de transmission par le gamete m~le via 
I'ARN. 

Du point de vue fondamental, cette decouverte pose la 
question de savoir comment un ARN provenant du 
spermatozdide inject6 dans I'ceuf fdcond6 agit sur le pat]'imoine 
~pig6ndtique et/ou gdnetique prdsent dans I'oocyte. Bien que 
cette question soit loin d'etre dlucidee, une des hypotheses 
serait que ces petits ARN agiraient sur la mise en place des 
profils de modification 6pigdn~tique qui sont, comme nous 
I'avons vu pr~c_,ddemment, tr~s dynamiques dans I'ceuf. Cette 
hypoth6se est confortde par de rdcentes et moins recentes 
donnees indiquant la capacitd des petits ARN & diriger la 
m~thylation et la compaction de la chromatine sur des rOgions 
donn6es dans le g6nome de cellules humaines (pour revue 
voir [6]). 

Sur le plan plus applique, on peut se poser la question de 
I'impact de I'ARN present dans le spermatozofde dans le 
developpement chez I'Homme. Une chose est sDre, plusieurs 
analyses independantes le montrent, le spermatozdide humain 
contient une quantit~ non n~gligeable d'ARN [14, 16]. Des 
analyses r6centes ont montr6 que le profil d'expression d'ARN 
pouvait ~tre different entre I'homme fertile et I'homme infertile 
[3]. Quel est le rSle de cet ARN dans la f6condation, dans la 
transmission de maladies g6netiques ou <(epigen~tique)) [11, 
15] ? Autant de questions qui demeurent encore sans reponse. 
Une chose est sQre, rARN pr6sent dans le spermatozo'fde n'a 
pas encore r~v61d tout ses secrets. 
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ABSTRACT 

Heredity and epigenetics: an unexpected role of RNA 

Val~rie GRAND JEAN, 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 "paramutsble" 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 Kit +l+ 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 molecules 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 predisposit ions not fully 
explained by Mendelian analysis. 
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