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Modifications épigénétiques

La notion d’épigénétique a été pour la premiere fois formulée dans les années
1950 par Conrad Waddington comme « tout ce qui relie le génotype au
phénotype », 2 savoir comment une simple information codée peut étre
modulée en fonction de stimuli développementaux et environnementaux et
donner lieu a une identité cellulaire ou individuelle complexe. La définition
moléculaire actuelle s’entend comme « I’étude des changements héritables
(mitotiquement ou méiotiquement) et réversibles de 'expression génique qui

n’impliquent pas de changement de la séquence d’ADN » (Holliday, 1990).

Linformation épigénétique correspond a des modifications biochimiques qui
vont cibler soit la molécule d’ADN, soit les protéines histones et en par-
ticulier leurs extrémités amino-terminales qui sortent librement du nucléo-
some. Chez les mammiféeres, la méthylation de PADN est ciblée spécifi-
quement sur les cytosines et fait intervenir des enzymes spécialisées, les
ADN-méthyltransférases ou DNMT, qui existent au nombre de 4 chez
I’Homme (Goll et Bestor, 2005). Les protéines DNMT3A, DNMT3B et leur
co-facteur DNMT3L sont responsables de I'établissement des profils de
méthylation, tandis que DNMT1 est une enzyme de maintenance qui assure
la propagation des profils de méthylation a chaque cycle de réplication.
Lorsque localisée en densité suffisante sur les régions promotrices des génes, la
méthylation de ’ADN entraine une répression des génes associés. Elle agirait
directement par encombrement stérique, en empéchant la liaison de facteurs
de transcription, ou indirectement par le recrutement de protéines spéciali-
sées, appelées protéines de liaison 3 TADN méthylé (MBD) et qui agiraient
elles-mémes au sein de complexe de remodelage de la structure chromati-
nienne. Les modifications post-traductionnelles des histones composent un
systéme de régulation beaucoup plus complexe, combinant plus de 70 sites de
modifications identifiés a ce jour (Kouzarides, 2007) et quelques centaines de
protéines catalysant I'ajout ou le retrait de ces modifications. Les modifica-
tions d’histones agissent pour certaines directement sur la conformation chro-
matinienne, comme cela a été démontré pour I’acétylation, mais aussi indirec-
tement par le recrutement de protéines chromatiniennes accessoires. D’une
maniere générale, 'acétylation des résidus lysine indique un état actif, tandis
que la méthylation des lysines et arginines peut avoir un effet activateur ou
répresseur suivant leur position. Pour ne citer que les plus connues, les mar-
ques de méthylation sur les lysines en position 9 et 27 de lextrémité de
I’histone H3 (respectivement H3K9 et H3K27) sont répressives, la marque de
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méthylation en H3K4 est activatrice. Les relations épistatiques entre méthy-
lation de PADN et modifications des histones sont bi-directionnelles, tradui-
sant une boucle de renforcement mutuel : la méthylation de TADN d’une
séquence influence les profils de modifications des histones associées, mais a
'inverse, la réaction de méthylation de ’ADN dépend aussi de profils de
modifications d’histones pré-existants. La combinatoire de modifications épi-
génétiques a I’échelle du génome entier compose 1'épigénome.

La régulation épigénétique participe au programme développemental et cellu-
laire normal. Ainsi, I'engagement vers un programme particulier est initié par
divers stimuli, le plus souvent sous forme de signaux tels qu’une molécule
développementale, une hormone, un changement de température, 1'applica-
tion de forces physiques... Cette perception de I’environnement extérieur est
traduite au sein de la cellule par des voies de signalisation intracellulaires, qui
aboutissent dans le noyau a I’activation ou la répression de génes cibles, par la
liaison de facteurs de transcription. Cette réponse transcriptionnelle est
ensuite consolidée par des modifications épigénétiques, comme la méthyla-
tion de 'ADN et les modifications post-traductionnelles des histones. Ces
modifications vont assurer la stabilité de la décision cellulaire en I'absence du
signal inducteur d’origine, mais également la perpétuation de cette identité
aux cellules filles issues de la cellule d’origine qui a été confrontée au signal
inducteur. Sans ce verrou final, les décisions développementales seraient
labiles et la constitution de tissus homogenes impossible.

Des anomalies épigénétiques peuvent survenir a la suite de mutations géné-
tiques dans des enzymes impliquées dans le répertoire de modifications épigé-
nétiques. On peut citer pour exemple le syndrome ICF (Immunodeficiency,
Centromeric instability and Facial anomalies), une pathologie de défaut consti-
tutif de méthylation de ’ADN, associée a des mutations dans le géne codant
pour PADN-méthyltransférase DNMT3B (Xu et coll., 1999). Des anomalies
épigénétiques, ou épimutations, peuvent aussi étre la conséquence d’une
altération d’'un programme développemental ou cellulaire donné, et leur
incidence est augmentée par des facteurs clairement identifiés : le régime
alimentaire, I'Age, le cancer, le comportement maternel, le contexte hormo-
nal, les infections virales ou bactériennes, ’'exposition a des agents chimiques
présents dans I'environnement (Van Vliet et coll., 2007). Ces altérations de
méthylation peuvent étre locales, ou concerner des régions plus étendues du
génome et signent généralement dans ce cas une perturbation de I'expression
des ADN-méthyltransférases.

Pour illustration de la modulation possible des profils épigénétiques, des
analyses familiales étendues et suivies sur plusieurs années ont permis de
révéler la dérive épigénétique des individus au cours de leur vie (Sandovici et
coll., 2005). Les couples de jumeaux monozygotes constituent un modele
d’étude typique de l'influence de l'environnement et de I'expérience de
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chacun sur son patrimoine épigénétique. Avec I'Age, les jumeaux mono-
zygotes apparaissent de plus en plus discordants épigénétiquement, accumu-
lant au cours de leur vie des différences de profils de méthylation, dans les
cellules du sang circulant (Fraga et coll., 2005 ; Kaminsky et coll., 2009). Ces
variations épigénétiques ne sont cependant pas pour autant synonymes de
pathologies et, comme dans le cas de variations génétiques, ont dans leur
majorité un impact neutre sur le phénotype. Il existe cependant également
des cas de discordance pathologique entre jumeaux monozygotes, qui signent
'acquisition de profils épigénétiques non conformes et déléteres chez I'un
d’eux. Un cas classique est celui du syndrome de Wiedeman-Beckwith, ot
'anomalie de méthylation a pu étre identifiée sur une région de contrdle de
génes soumis A empreinte parentale uniquement chez les jumeaux atteints
(Orstavik et coll., 1995). Le défaut épigénétique serait dans ce cas apparu de
maniére quasi concomitante avec la scission de ’embryon précoce. Il existe
également des individus totalement chimeres pour cette condition, indi-
quant ici encore I'acquisition assez précocement au cours du développement
d’une anomalie de méthylation dans une cellule ou quelques cellules, suivie
de leur expansion clonale. Enfin, l'existence d’alleles « épistables » a permis
de mettre en évidence chez la souris 'influence possible du régime alimen-
taire de la mere, et en particulier la disponibilité en folates qui sont utilisés
comme donneurs de groupements méthyles pour la cellule, sur le profil de
méthylation de ces alleles chez les petits exposés in utero a ce régime (Wollff et
coll., 1998 ; Waterland et coll., 2006). Le statut de méthylation de ces alleles
est également sensible a des expositions in utero au bisphénol A (Dolinoy et

coll., 2007).

D’une maniére générale, un mode d’action épigénétique est suspecté lorsque
des perturbations précoces en vie embryonnaire, fcetale ou néonatale indui-
sent un phénotype adulte. Lorsque ces perturbations atteignent la lignée
germinale, ces effets peuvent se manifester a la génération suivante, dans la
descendance produite de ces gametes épigénétiquement anormaux. On parle
alors d’effets multigénérationnels (figure 12.1). Si ces anomalies persistent
encore a la génération suivante et sont donc 2 nouveau transmis par la lignée
germinale qui n’a pas elle-méme été exposée, on parle alors d’effets transgéné-
rationnels. Comme développé dans le paragraphe suivant, la reprogramma-
tion épigénétique extensive que connait la lignée germinale des mammiferes
rend cependant ce type de phénotype transgénérationnel peu probable, dans
'espéce humaine en particulier.
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FO
Femelle gestante

F1 Perturbation in utero
Foetus=somatique+lignée germinale

Effets multigénérationnels
=F0+F1+F2, toutes exposées

Future F2
| =F1 lignée germinale

Effets transgénérationnels
=F3, non exposées

A

F3

Figure 12.1 : Altérations épigénétiques de la lignée germinale et effets sur la
descendance

Une femelle gestante FO exposée a des perturbateurs épigénétiques porte un foetus F1
dont les lignées somatiques et germinales seront directement exposées. L'individu F2
descend lui-méme directement de cette lignée F1 exposée, et les effets observés en F1
sont donc qualifiés de multigénérationnels, s'ils atteignent a la fois les générations F1 et
F2. En revanche, la lignée germinale de F2 n’a pas été exposée, de méme que l'individu
F3 issu de cette lignée germinale. Des effets observés en F3 apres exposition de la F1 in
utero signent ainsi une imprégnation épigénétique irréversible, qui se transmet de facon
autonome au cours des générations.

Développement germinal et méthylation de ’ADN :
remise a zéro et acquisition du programme germinal

Tout programme de différenciation normal s’accompagne de profils épigénéti-
ques spécifiques. Les cellules germinales des mammifeéres subissent notam-
ment des remaniements importants de leurs profils de méthylation au cours de
leur émergence et de leur différenciation vers la formation de gametes (Tras-
ler, 2006). Des études sur le modeéle murin ont démontré que la programma-
tion épigénétique de la lignée germinale est particulierement importante pour
I’acquisition de 'empreinte génomique (ou empreinte parentale), et le main-

tien de I'intégrité génomique via la répression des éléments transposables du
génome (Bourc’his et coll., 2001 ; Bourc’his et Bestor, 2004).

Les transitions de méthylation que connait la lignée germinale sont étroite-
ment liées au programme de différenciation de la gonade (figure 12.2).
Lentrée des cellules germinales dans les ébauches gonadiques (qui a lieu vers
10,5 jours de gestation chez la souris) déclenche ainsi un effacement des
profils de méthylation : d’un statut globalement méthylé de 60 %, la cellule
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germinale primordiale passe 2 un taux de 7 % (Popp et coll., 2010). Cette
relaxation coincide avec I'acquisition de la pluripotence, et donc de la poten-
tialité développementale et épigénétique du gamete a donner lieu au dévelop-
pement d’'un individu dans sa totalité. Cette phase d’effacement permet aussi
potentiellement de remettre a zéro dans la nouvelle lignée germinale toute
anomalie de méthylation ou épimutation acquise, et empéche ainsi sa trans-
mission 2 la génération suivante. En d’autres termes, cette reprogrammation
empéche a priori tout effet transgénérationnel des épimutations. Suite a cette
déméthylation s’effectue un programme de reméthylation, sous la gouver-
nance des enzymes DNMT3A, DNMT3B et du co-facteur DNMT3L, qui
s'exécute selon des cinétiques différentes en fonction du sexe de 'individu,
signant cette fois 'importance de I'environnement gonadique sexué sur ce
processus (Schaefer et coll., 2007 ; Bourc’his et Proudhon, 2008). Chez le
male, I'expression du géne de détermination sexuelle SRY porté par le chro-
mosome Y, déclenche la reméthylation germinale en période fcetale, dés le
jour 13,5 de gestation chez la souris. Les cibles identifiées de cette reméthyla-
tion male sont les éléments transposables qui comptent pour la moitié du
génome, et les génes soumis a empreinte paternelle. Ces profils de méthyla-
tion méale sont ensuite maintenus et perpétués dans la lignée germinale apres
la naissance, au cours de la méiose et jusqu’a la formation de spermatozoides
matures. Chez la femelle, la déméthylation est d’abord suivie par ’entrée en
méiose, initiée vers 13,5 jours de gestation. La reméthylation n’a lieu qu’apres
la naissance chez la souris femelle, a chaque cycle d’ovulation, dans les
cohortes d’ovocytes dictyés en phase de maturation. Une taille ovocytaire
critique de 60 microns, et donc un stade assez avancé de maturation fol-
liculaire, a été identifiée comme déterminante pour déclencher I'initiation de
ce processus (Lucifero et coll., 2004). Les cibles identifiées de cette reméthy-
lation femelle sont les éléments transposables, les genes soumis a empreinte
maternelle et plusieurs génes importants pour le développement (Borgel et
coll., 2010). Lacquisition en vie adulte des profils de méthylation ovocytaire
est connue pour étre sensible a des perturbations hormonales ou I'induction
de programmes accélérés de maturation ovocytaire comme ceux mis en jeu
dans les protocoles de superovulation en assistance médicale a la procréation
(Fauque et coll., 2007). Du fait de cette chronologie de reméthylation postna-
tale, la lignée germinale femelle pourrait cependant étre moins exposée a des
altérations survenant en période in utero, comparée a la lignée germinale male
qui subit a la fois la déméthylation et la reméthylation avant la naissance.
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Figure 12.2 : Cinétique d’acquisition de la méthylation de ’ADN au cours du
développement de la lignée germinale male et femelle chez la souris (d’apres
Bourc’his et Proudhon, 2008)

Les cellules germinales primordiales (PGC) subissent un effacement de leurs profils de
méthylation déclenché par leur arrivée dans les ébauches gonadiques vers 10,5 jours
post coitum (jpc). A 12,5 jpc, ces cellules sont globalement déméthylées, alors que le
gene SRY commence a s’exprimer dans la gonade des individus males. A 13,5 jpc, les
cellules germinales males reméthylent leur génome. Les cellules germinales femelles
rentrent a ce stade en méiose, et ne se reméthylent qu’apres la naissance, a chaque cycle
d’ovulation, dans les cohortes successives d’ovocytes qui entrent en phase de croissance
finale.

SSC : cellules souches des spermatogonies ; L/z : leptotene/zygotene ; P : pachytene ;
D : diplotene ; Spg : spermatogonie ; Fg: ovocyte mir; Ng: ovocyte quiescent;
M : ovocyte en métaphase Il de la méiose, apres ovulation

En accord avec la remise a zéro complete des profils de méthylation dans la
lignée germinale précoce des mammiferes, il n’existe & présent aucun cas prouvé
chez 'Homme de transmission de caracteres épigénétiques acquis a la descen-
dance. Une limitation technique majeure s’'impose : méme si une anomalie de
méthylation de ’ADN apparait comme héréditaire au sein d’une famille, il
faudrait séquencer le génome entier de I'individu et de ses apparentés pour
prouver le caractére autonome de cette épimutation, ou en d’autres termes qu'il
ne s’agit pas d'une mutation génétique qui a pour effet secondaire cette anoma-
lie de méthylation. Cependant, il ne peut étre totalement exclu a I'’heure
actuelle que I'effacement dans la lignée germinale soit total, qu'il n’existe pas un
niveau basal de méthylation persistante. Chez la souris, les alléles épistables
mentionnés plus haut auraient des effets transgénérationnels potentiels (Mor-
gan et coll., 1999 ; Rakyan et coll., 2003). Ces cas sont en fait associés a des
séquences qui sont connues pour ne pas étre totalement remises a zéro dans la
lignée germinale des rongeurs, les séquences IAP (Intracisternal A Particles)
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(Hajkova et coll., 2002). De tels exemples de séquences résistantes a la
reprogrammation germinale, assez uniques il faut tout de méme le mention-
ner, pourraient également exister dans le génome humain. Cette idée suscite
de nombreux fantasmes et des rapports sur I'existence de tels phénomenes se
multiplient de nos jours. Cependant, une analyse rigoureuse du mécanisme
moléculaire en cause et la preuve formelle qu'il s’agit bien d’une épimutation
héréditaire et non pas des effets confondants doivent étre absolument appor-
tés avant toute conclusion (Youngson et Whitelaw, 2008 ; Galvani et
Bourc’his, 2008).

Compte tenu du rdle crucial de la gonade pour la diffusion de signaux déclen-
chant la déméthylation et la reméthylation dans les deux sexes, il apparait
clair qu'une exposition précoce a des pertubateurs endocriniens est suscep-
tible d’altérer les profils transcriptionnels et épigénétiques des organes cibles
des androgénes et cestrogénes, et aussi directement ou indirectement la pro-
grammation épigénétique de la lignée germinale. Ci-dessous sont décrits des
cas avérés d’altération épigénétique faisant suite a une exposition a des pertur-
bateurs endocriniens connus, avec des effets potentiels sur la reproduction.

Perturbations « épigénotoxiques » liées a la reproduction

Des perturbateurs endocriniens présents dans une large gamme d’insecticides
et fongicides, ont des effets adverses connus sur le systéme reproductif femelle
et male aprés exposition in utero. Létude de leurs effets épigénétiques a
souvent été limitée a quelques séquences cibles, choisies pour leur implication
dans le développement de la gonade ou du tractus génital en général. Tres peu
d’études ont étudié directement les profils épigénétiques de la lignée germi-
nale, malgré la documentation d’effets multi- voire transgénérationnels
potentiels. Compte tenu de la plus grande facilité d’investigation de la méthy-
lation de ’ADN, ces études sont pour 'instant limitées principalement a cette
modification épigénétique.

Létude la plus médiatisée a été celle développée en réponse a une exposition
chez la femelle gestante au fongicide vinclozoline au potentiel anti-
androgénique, en prenant pour modele le rat de fond génétique mixte
Sprague-Dawley (Anway et coll., 2005). Des expositions par injection de
doses élevées de ce composant induisent une variété de phénotypes soma-
tiques et d’anomalies de la spermatogenése chez le male, qui peuvent se
perpétuer sur 3 générations (Anway et coll., 2006a ; Anway et coll., 2006b),
signant ainsi une imprégnation possible de la lignée germinale. Des anomalies
multi-loci dans le sens d’hyper- et d’hypométhylations ont tout d’abord été
reportées dans le testicule mais également dans une gamme de tissus soma-
tiques sur plusieurs générations (Chang et coll., 2006), avant que cette étude
ne soit rétractée pour cause de non reproductibilité des données (Retraction :
Chang et coll., 2009). Une étude plus récente des profils de méthylation a
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grande échelle établis sur le sperme de pools d’individus sur 3 générations
apres exposition in utero de la F1 a la vinclozoline reporte quelques anomalies
modestes de méthylation, toujours dans le sens a la fois de pertes et de gains
(Guerrero-Bosagna et coll., 2010). La méthode de « poolage » ne permet
cependant pas de distinguer les effets directs sur la F1 des effets transmis aux
générations suivantes. Basées sur 'étude nucléotidique de 16 séquences iden-
tifiées comme altérées dans leur méthylation, les anomalies sembleraient
préférentiellement toucher une séquence consensus, pourtant appauvrie en
cytosines, qui sont les cibles de la méthylation de ’ADN. Pour conclure sur ce
chapitre de la vinclozoline, des effets anti-androgéniques sur la génération
directement exposée in utero ont été reportés par plusieurs études, avec une
altération des organes génitaux externes, mais pas d’effet sur la spermatoge-
nése (Matsuura et coll., 2005). De plus, les phénotypes épigénétiques transgé-
nérationnels n’ont pas été reproduits, notamment par une équipe de recher-
che affiliée au producteur allemand de vinclozoline, aprés un protocole de
gavage de la mere gestante plutot que d’injection et sur une lignée congénique

de rats, la lignée Wistar (Schneider et coll., 2008).

Lexposition a 100 mg/kg/j de méthoxychlore, un composé utilisé dans les
pesticides en remplacement du DTT, en période fcetale et néonatale induit
chez le rat femelle une dysfonction ovarienne, associée a des hyperméthyla-
tions modestes d'une cohorte de génes importants pour le développement
ovarien, tel que le récepteur beta aux cestrogénes (Zama et Uzumcu, 2009).
Les effets sur 'expression de ces cibles n’ont malheureusement pas été analy-
sés, d’ou la difficulté de conclure sur une participation réelle de ces anomalies
de méthylation sur le phénotype. Ces hyperméthylations seraient accompa-
gnées d'une hausse de I'expression de I’ADN-méthyltransférase DNMT3B.
Chez le male, une exposition en vie adulte au méthoxychlore n’altere pas les
parametres spermatiques, mais induit de modestes anomalies de méthylation
des génes soumis a empreinte. En revanche, I'exposition in utero conduit 2 une
réduction de 30 % du nombre de spermatozoides, qui sont de plus porteurs
d’anomalies séveres de méthylation sur les génes soumis & empreinte pater-
nelle (dans le sens d’'une hypométhylation) et aussi 2 empreinte maternelle
(dans le sens d’une hyperméthylation) (Stouder et Paoloni-Giacobino, 2010).
Ces effets sur la lignée germinale s’estompent en génération F2 pour dispa-
raitre en F3, n’impliquant donc pas de transmission transgénérationnelle.

En réponse a une exposition in utero chez la souris a I'agent pro-cestrogénique
diéthylstilbeestrol, une diminution de ’expression et une légére hyperméthy-
lation ont été rapportées sur une cible du récepteur aux cestrogeénes, le géne
Hx10a, en association avec une expression accrue des DNMT3A et
DNMT3B (Bromer et coll., 2009). Cette hyperméthylation pourrait partici-
per au développement de tumeurs épithéliales de 1'utérus observées chez les
souris femelles ainsi exposées. Une étude menée sur plusieurs générations
suggere que ces effets pourraient s'étendre a la lignée germinale des souris
exposées in utero, puisque leurs descendants présentent le méme phénotype de
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susceptibilité accrue a ce type de tumeur de 'utérus (Newbold et coll., 1998 ;
Newbold et coll., 2006). Cet effet est cependant atténué en proportion par
rapport a la génération directement exposée. Chez le méle, 'exposition in
utero au diéthylstilbeestrol induit aussi des tumeurs du tractus génital, chez le
male directement exposé mais également chez la descendance male de femel-
les exposées (Newbold et coll., 2000). Aucune étude des profils épigénétiques
n’a cependant été réalisée pour permettre de conclure sur l'origine et la
transmission possible de ce phénotype chez le male.
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