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Empreinte parentale
des génes H19 et Igf2

Le concept d’empreinte parentale
provient de la constatation que, chez
les mammiferes, I'union d’'un game-
te male et d’'un gameéte femelle est
toujours nécessaire pour obtenir un
individu viable : androgenése et gy-
nogenése n’'aboutissent pas. Les gé-
nomes paternel et maternel, malgré
leur constitution génique identique,
ne fonctionnent donc pas de facon
équivalente mais complémentaire.

L’empreinte parentale résulte d’un
processus épigénétique qui conduit a
I'expression différentielle des deux
alléeles parentaux d’'un géne [I, 2].
Les mécanismes qui président a 1’in-
activation préférentielle d’un allele
sont encore mal connus ; le seul can-
didat actuel est la méthylation de
I’ADN (m/s n° 2, vol. 10, p. 216).

Dans le génome de la souris, la ré-
gion dans laquelle se trouvent les
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genes H19 et Igf2 (insulin-like growth
Jactor-2) est soumise a I’empreinte
parentale. Les génes H19 et Igf2sont
distants de 90 kb et soumis a une
empreinte parentale opposée : H19
est exprimé a partir de I'alléle ma-
ternel et /gf2 a partir de I'alléle pa-
ternel. L.e géne HI19, dont la fonc-
tion est encore inconnue, comporte
cinq exons et l'analyse de I’ADNc
correspondant révele la présence de
cadres de lecture ouverts (ORF, open
reading frames). Ces ORF ne sont ce-
pendant pas conservés entre I’hom-
me et la souris, suggérant que le pro-
duit de ce géne pourrait étre un
ARN fonctionnel et non une protéi-
ne [3]. L'ARN murin est trés forte-
ment exprimé dans de nombreux
tissus embryonnaires, en particulier
dans le foie, I'intestin et le muscle.
Apres la naissance, son expression
est détectée essentiellement dans le
muscle squelettique [4].

Les profils d’expression des deux
genes H 19 et Igf2 étant tres similaires,
un modele de régulation coordon-
née a été proposé par Tilghman (m/s
n° 2, vol. 10, p. 216) [5]: les promo-
teurs des deux génes seraient en
compétition pour le méme enhancer,
une séquence présente en 3’ du geéne
H19. Lorsque le promoteur de I’alle-
le maternel /19 est en conformation
ouverte, le enhancer serait utilisé pour
permettre I'expression de ce gene et
le géne Igf2 adjacent ne serait pas ex-
primé; en revanche, sur le chromoso-
me paternel, le promoteur H19 étant
en conformation fermée, le enhancer
serait alors disponible pour I'expres-
sion du gene Igf2. Cette séquence se-
rait ainsi capable de régler I’expres-
sion différentielle des deux génes
(m/sn°2, vol. 10, p. 216) (figure 1).
Le travail récemment publié par
Leighton et al. [6] apporte des don-
nées nouvelles sur le mécanisme de
I’empreinte parentale en montrant,
grace a I’étude de souris portant une
mutation nulle du gene HI19, que
I'expression  monoallélique  des
génes HI9 et Igf2 est liée.

Le vecteur utilisé pour cette recom-
binaison homologue comporte une
délétion couvrant le geéne HI19 lui-
méme (3 kb) et 10 kb de séquences
flanquantes situées en 5’. Cette délé-
tion de 13 kb est remplacée par le
géne de résistance au G418, néo".
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Figure 1. Modéle de compétition pour le enhancer, une explication
plausible de I’'empreinte inversée des génes H19 et Igf2. A. Modéle
normal. Les génes des alléles maternels sont représentés en rouge, les
genes des alléles paternels en bistre. L’activité transcriptionnelle des alléles
est schématisée chez les descendants par une fléche a angle droit (génes ac-
tifs), les génes sans fléche sont inactifs. Les deux enhancers de H19 sont re-
présentés par des cercles pleins. Le symbole CH3 indique les sites de mé-
thylation spécifique de l'allele. Les fleches partant du enhancer indiquent
leur engagement, avec le géne H19 pour I'allele maternel, avec le géne Igf2
pour I'alléle paternel. B. Alléles mutés. Une délétion de 13 kb emportant le
gene H19 et 10 kb de séquences flanquantes en amont de H19 est remplacée
par le géne néo. Aussi bien pour I'allele méle que pour I'alléle femelle, les
genes Igf2 et néo sont tous deux exprimés, indiquant que la région régula-
trice du géne H19 soumise a I'empreinte parentale a été délétée au cours du
processus de recombinaison homologue.

La transmission paternelle de la dé-
létion (femelle sauvage X male muté)
ne présente aucun phénotype parti-
culier, puisque l'alléle paternel est
normalement silencieux. Cependant,
le géne néo " échappe a I'’empreinte
et est exprimé a partir de cet allele
paternel. Ce résultat implique que la
séquence délétée comporte des si-
gnaux d’empreinte parentale.

La transmission maternelle de la dé-
létion (femelle mutée X male sauva-
ge) permet, malgré l'absence d’un
ARN H19 fonctionnel, d’obtenir des
animaux viables et fertiles. Ces ani-
maux présentent, cependant, un
phénotype d’accroissement de taille
de 30% par rapport a une souris
normale.

Dans le but d’étudier la régulation
des genes adjacents, un croisement a
été réalisé permettant de distinguer,
par polymorphisme, ’origine mater-

nelle ou paternelle d’un alléle a par-
tir de femelles hétérozygotes pour la
mutation HI19 et de males C57Bl/6
portant un chromosome 7 provenant
de Mus castaneus. L’analyse de la des-
cendance montre une expression
biallélique du gene Igf2 dans tous les
tissus analysés. La délétion maternel-
le du geéne H19 et de ses séquences
flanquantes en 5’ entraine donc une
augmentation des transcrits /gf2. Ain-
si, lorsque le promoteur de H19 est
délété, le enhancer commun serait uti-
lisé pour le géne fgf2, comme le sug-
gere le modele proposé par Tilgh-
man.

Afin de confirmer le role du géne
Igf2 dans le phénotype d’augmenta-
tion de la taille des animaux, un croi-
sement de femelles hétérozygotes
H19 +/- avec des males hétérozygotes
Igf2-/ + a été réalisé dans le but d’ob-
tenir des animaux portant un allele
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Figure 2. Croisement entre femelles hétérozygotes pour la délétion de H19 et males hétérozygotes pour

la délétion de Igf2. Les génes des alleles maternels sont représentés en rouge, les génes des alléles paternels en

bistre. L’activité transcriptionnelle des alléles est schématisée chez les descendants par une fleche a angle droit

(génes actifs), les génes sans fleche sont inactifs. L’abondance des transcrits Igf2, reflet du nombre d’alléles actifs (0,
1 0u 2), et I'effet en résultant sur la taille sont indiqués.

HI19 muté maternel et un allele /gf2
muté paternel*. L’analyse des des-
cendants montre clairement que
I'expression biallélique du géne Igf2
est seule responsable du phénotype
de taille accrue des animaux chez
lesquels la région H19 a été délétée.
En effet, alors que l'on retrouve la

* L.a mutation de Ualléle paternel du géne Igf2 pnoduit
des animaux viables mais de taille réduite [7].
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grande taille des descendants
H19-/+; Igf2+/+, la petite taille des
descendants H19+/+; Igf2+/-, les sou-
riceaux H19-/+; Igf2+/- sont de taille
strictement normale, comme le résu-
me la figure 2. En effet, en I'absence
d’HI19 maternel, les deux alléles
d’Igf2 sont exprimés; en I'absence de
I'allele paternel d’Igf2, il existe un
important déficit en ce facteur de
croissance qui est compensé, chez les
animaux doubles hétérozygotes, par

la réexpression de l'allele maternel
d’Igf2 (figure 2).

En conclusion, I’étude des souris
portant une mutation nulle du géne
HI9 montre que la région délétée
est impliquée dans le mécanisme de
I'’empreinte parentale puisque le
geéne néo’, mis a la place de HI19, est
exprimé a partir des deux alléles pa-
rentaux. L'altération de I’empreinte
pourrait étre liée a une séquence
spécifique ou a la modification de la
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structure de la chromatine induite
par la délétion de la séquence de
13 kb. Il est difficile a ce stade de dé-
terminer les roles respectifs de la ré-
gion flanquante (10 kb) et du gene
H19 lui-méme. Il serait nécessaire
pour cela de réaliser une mutation
nulle du géne scul, respectant les ré-
gions flanquantes.

L’expression biallélique du géne ad-
jacent Igf2 suggere que l'empreinte
parentale est un mécanisme de régu-
lation de I'expression qui toucherait
un locus plutét qu'un gene indivi-
duel. Cette hypothése semble se véri-
fier également pour une autre ré-
gion chromosomique soumise a
I'empreinte parentale, comprenant
les geénes responsables des syn-
dromes de Prader-Willi et d'Angel-
man et localisés en 15ql11-13 chez
I'homme (m/s n°9, vol. 7, p. 974 ;
n°2, vol. 9, p. 232) [8].
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EENE Remplacer un géne par un
autre: une approche expérimentale
de la signification biologique des
familles multigéniques. Au cours de
I'évolution, de nombreux génes se
sont dupliqués un certain nombre
de fois, donnant naissance a des fa-
milles multigéniques dont tous les
membres conservent de fortes ana-
logies. La signification fonctionnel-
le de ces familles multigéniques est
encore souvent peu claire. Dans
certains cas, I’absence totale d’effet
de l'invalidation homozygote d'un
membre de ces familles plaide en
faveur d'une redondance fonction-
nelle compléte. Dans d’autres cas, il
n'en est rien. Par exemple, il existe
une famille de génes de développe-
ment de type Engrailed (En) chez la
souris, reliée au gene engrailed de
segmentation de la drosophile.
L’invalidation des genes de souris
En-1 et En-2 conduit a des phéno-
types tout a fait différents : mortali-
té néonatale associée a une aplasie
de la région moyenne du cerveau
postérieur pour En-I et animaux
viables et fertiles ayant une hypo-
plasie cérébelleuse dans le cas de
En-2. La plus grande sévérité de la
mutation En-I est probablement
due a ce que le geéne correspondant
est exprimé deés le stade de I'em-
bryon a 1 somite alors que I’expres-
sion de En-2 débute ultérieure-
ment, au stade 5 somites ; de plus,
ces deux genes exprimés dans la ré-
gion moyenne du cerveau posté-
rieur n'ont pas exactement le
méme territoire d’expression. Ce-
pendant, il était aussi possible de se
demander si les différences de
structure des protéines En-1 et En-2
ne jouaient pas un rdle dans les
phénotypes associés aux déficits
correspondants: en effet, les pro-
téines En-1 et En-2 n’ont que 55 %
d’identité en termes d’acides ami-
nés. Cette question a été résolue de
maniere trés élégante par le labora-
toire de AL Joyner (New York,
USA)[1]. En effet, Hanks et al ont

réalisé une recombinaison homo-
logue du gene En-I de telle sorte
que ce gene soit remplacé par En-2,
placé sous le controle des sé-
quences régulatrices endogenes du
locus En-1. En d’autres termes, les
animaux ainsi obtenus n’expriment
que la protéine En-2 selon la ciné-
tique caractéristique du geéne En-1,
puis du gene En-2. Les animaux
naissent parfaitement normaux, in-
diquant que En-l1 et En-2 sont
fonctionnellement équivalentes. La
réponse est donc ici parfaitement
claire : la duplication génique a
abouti a placer des génes codant
pour des protéines fonctionnelle-
ment redondantes sous le contréle
de régions régulatrices différentes,
assurant une expression différen-
ciée dans le temps et I'espace. En
réalité, une telle réponse pourra
probablement étre apportée dans
bon nombre de cas ou la nécessité
de faire face a une complexification
croissante au cours de I’évolution
amene a exprimer la méme fonc-
tion biologique dans des contextes
différents. Les solutions pour obte-
nir ce résultat sont multiples:
duplication génique et création
d’isoformes ; geénes a promoteurs
multiples; génes a promoteur
unique dont les régions régula-
trices modulaires se sont enrichies
d’éléments spécifiques d'un groupe
de cellules particuliéres a un mo-
ment donné du développement. A
la lumiére de ces résultats et des
commentaires qu'ils suscitent, le
lecteur pourra alimenter sa ré-
flexion sur la source maximale
d’originalité, entre le bricolage in-
sensé de la nature et de I'évolution
qui n'aboutit en fait que lorsqu’il
donne sens, et l'inventivité des
hommes se donnant les moyens de
connaitre la réalité et les consé-
quences de ce bricolage.

[1. Hanks M, et al. Science 1995 ; 269 :
679-82.]
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