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Empreinte parentale : mutations nulles du gène H19

Le développement d’un embryon de
mammifère requiert la présence des
deux génomes paternel et maternel.
La plupart des gènes sont exprimés
de façon bi-allélique mais certaines
régions chromosomiques portent des
gènes dont l’expression est monoallé-
lique et dépend de leur origine
parentale. Ces gènes sont marqués
par une « empreinte parentale » qui
détermine leur expression différen-
tielle au cours du développement
embryonnaire [1]. Ce phénomène
épigénétique, contrôlant l’expression
des gènes qui y sont soumis, est mis
en place au cours de la gamétoge-
nèse ou dès les premiers stades de
l’embryogenèse. Sa nature est encore
mal comprise. Chez la souris, l’une
de ces régions chromosomiques
(dans la partie distale du chromo-
some 7) comporte un groupe de six
gènes soumis à l’empreinte parentale
(figure 1A). Les plus étudiés à ce jour
sont les gènes Igf2 (insulin-growth fac-
tor 2), exprimé à partir de l’allèle
d’origine paternelle et H19, exprimé
à partir de l’allèle maternel et situé à
90 kb en aval du gène Igf2.
Le gène H19 est exprimé sous la
forme d’un ARN non traduit dont la
fonction est encore inconnue (m/s
n° 10, vol. 11, p. 1483). Cet ARN est
détecté dès le stade blastocyste de
l’embryon puis tout au long de
l’embryogenèse. Après la naissance,
son expression est réprimée dans la
plupart des tissus à l’exception du
muscle squelettique. Pour tenter
d’élucider le rôle de ce gène, des
mutations nulles ont été réalisées par
recombinaison homologue. Deux
lignées de souris H19–/– ont été obte-
nues, appelées H19∆13 [2] et H19∆3
[3]. La mutation H19∆13 comporte
une délétion de 13 kb couvrant tout
le gène (3 kb) et 10 kb de la région
localisée en 5’ du gène, la mutation

H19∆3 comporte une délétion cou-
vrant le gène seul (3 kb). Les souris
H19–/– sont viables et fertiles. Ce
résultat suggère que ce gène n’est
donc pas indispensable pour le déve-
loppement normal de l’embryon. Ces
animaux présentent un phénotype
d’augmentation de poids par rapport
aux animaux de type sauvage
(H19wt). Cette augmentation est de
28 % chez les mutants H19∆13 et de
8 % chez les mutants H19∆3
(Tableau I). L’analyse détaillée des
animaux a montré que l’expression
des gènes H19 et Igf2 était étroite-
ment liée. Un croisement réalisé
entre des femelles hétérozygotes
pour la mutation H19 (dont le poids
est supérieur aux souris normales) et
des males hétérozygotes pour la
mutation Igf2 (dont le poids est infé-
rieur aux souris normales) (m/s n° 10,
vol. 11, p. 1483) a permis d’établir que
l’expression du gène Igf2 devient bi-
allélique en absence du gène H19.
Cette expression bi-allélique est res-
ponsable du phénotype de poids
observé. On constate donc une perte
de l’empreinte parentale du gène
Igf2 aussi bien chez les animaux
H19∆13 que H19∆3. Cependant le
taux d’expression du gène Igf2 est
corrélé au poids des animaux. Chez
les animaux H19∆13, l’ARN Igf2
maternel est transcrit (dans le
muscle) à un niveau comparable au
transcrit paternel (100 %), alors que
chez les animaux H19∆3, l’ARN
maternel ne représente que 25 % du
transcrit paternel (Tableau I).
La comparaison des deux mutations
H19∆13 et H19∆3 a permis d’émettre
plusieurs hypothèses concernant le
mécanisme d’interaction de ces deux
gènes :
• L’ARN H19 lui-même pourrait
réprimer l’expression du gène Igf2,
en agissant en cis sur l’allèle mater-

nel. Cette régulation présenterait une
analogie avec le gène Xist capable de
contrôler en cis les gènes présents sur
le chromosome X inactif [4]. Cepen-
dant, puisque les phénotypes des
deux mutations diffèrent, la séquence
de 10 kb en 5’ de H19, délétée dans la
mutation H19∆13, serait également
impliquée dans la dérégulation de
l’expression du gène Igf2.
• Le gène H19 possède une séquence
enhancer située à 8kb en aval du gène
(figure 1B). La délétion de cette
séquence enhancer par recombinaison
homologue [5] a permis de montrer
que, sur l’allèle maternel, cet enhan-
cer contrôlait l’expression de H19,
alors que sur l’allèle paternel, cet
enhancer était utilisé par le gène Igf2.
C’est ainsi qu’a été proposée l’hypo-
thèse d’une compétition entre les
deux promoteurs H19 et Igf2 pour ce
même enhancer (m/s n° 2, vol. 10,
p. 216 ; n° 10, vol. 11, p. 1483). Dans
les deux mutants H19∆13 et H19∆3,
le promoteur du gène H19 a été
délété et remplacé par un gène de
résistance au G418 (neor) sous
contrôle de deux promoteurs diffé-
rents (Pgk et Pytk respectivement).
L’absence du promoteur H19 sur
l’allèle maternel permettrait à
l’enhancer d’interagir avec le promo-
teur du gène Igf2. La différence des
phénotypes observés (100 % et 25 %
de transcrits Igf2 maternels) s’expli-
querait par la présence dans les
gènes de remplacement neor des deux
promoteurs différents (Pgk et Pytk)
qui influerait sur l’efficacité de cet
enhancer et conduirait à une expres-
sion plus ou moins forte du gène
Igf2.
• La délétion de 13 kb ou de 3 kb
introduite respectivement dans les
deux mutations (et remplacée par le
gène néor de 1 kb) pourrait induire
une modification importante de la
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structure de la chromatine. Cela
conduirait, par un effet de contrôle à
distance, à une expression anormale
de l’allèle maternel du gène Igf2. 
L’analyse détaillée des mutants
H19∆3 a également permis d’étudier
la régulation de l’empreinte de H19.
Il a été mis en évidence que le gène
de remplacement neor est lui-même
soumis à l’empreinte parentale : en
effet, chez un animal hétérozygote
pour la mutation H19, lorsque le
gène neor est porté par l’allèle mater-
nel, il est exprimé, mais ce gène reste
silencieux lorsqu’il est porté par
l’allèle paternel (Tableau I et figure
1B). Les mutants H19∆13, en
revanche, expriment le gène neor de
façon bi-allélique. La comparaison de
ces deux mutations a permis de pos-
tuler qu’il existe dans la région 5’ en
amont du gène H19 (10 kb) un élé-
ment de contrôle de l’empreinte
parentale (figure 1B). Des travaux
récents [6] ont mis en évidence une
séquence de 2 kb localisée dans cette
région 5’ présentant une méthylation
différentielle (seul l’allèle paternel
est méthylé). Cette méthylation est
présente dans le spermatozoïde et
dans les premiers stades de l’embryo-
genèse et se maintient tout au long
du développement de l’embryon. Les
auteurs suggèrent que cette séquence
de 2 kb serait un élément-clé de
l’empreinte de H19.
En parallèle, une expérience intéres-
sante a montré que l’introduction
d’une partie de la séquence de 2 kb
dans le génome de la drosophile, à
proximité du gène white, conduit à
l’extinction indépendante de l’ori-
gine parentale de l’expression de ce
gène qui se traduit par une perte de
la pigmentation de l’œil de la droso-
phile transgénique [7]. Cette région
de H19 contiendrait donc un élé-
ment capable de rendre silencieux
(effet silencer) un gène adjacent.
L’une des particularités de la droso-
phile est l’absence de méthylation
des séquences CpG de son ADN, à la
différence des mammifères. La struc-
ture chromatinienne de cette région
en elle-même (ou associée à des pro-
téines spécifiques) serait donc
capable de jouer un rôle dans le
contrôle de l’expression des gènes.
Chez la souris, la présence de cet élé-
ment silencer déterminerait par
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Figure 1. Région distale du chromosome 7 murin. A. Les gènes soumis à
l’empreinte parentale. Cette région de 600 kb contient six gènes soumis à
l’empreinte parentale [8] Cen : centromère ; Tel : telomère ; Mat : allèle d’ori-
gine maternelle ; Pat : allèle d’origine paternelle. Les allèles exprimés sont
indiqués par des carrés rouges, les allèles non exprimés par des carrés
blancs. B. Schéma comparatif des mutations nulles du gène H19. La région
chromosomique d’origine maternelle (Mat) portant les gènes Igf2 et H19 est
représentée schématiquement pour les souris de type sauvage (H19wt) et les
deux mutations nulles (H19∆13 et H19∆3). Les flèches rouges correspondent
aux gènes exprimés et indiquent le sens de transcription. E : séquence
enhancer commune aux deux gènes. R : site de restriction EcoRI. Les gènes
de remplacement sont indiqués : Pgk-neo et Pytk-neo (aussi appelé pMC1-
neo). L’élément de contrôle est représenté par la barre rouge.

Tableau I

PHÉNOTYPES DES MUTATIONS NULLES DU GÈNE H19

Souris Poids Expression Igf2 Expression neor

pat mat

H19 wt 100 % 100 % 0 % –
(monoallélique)

H19∆13 128 % 100 % 100 % bi-allélique
(bi-allélique)

H19∆3 108 % 100 % 25 % monoallélique
(bi-allélique)
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défaut la non-expression de l’allèle
paternel. L’expression de l’allèle
maternel résulterait donc d’un méca-
nisme actif. La méthylation différen-
tielle observée sur cette séquence
chez la souris semblerait donc repré-
senter un mécanisme additionnel
(par rapport à la drosophile) de ver-
rouillage de l’expression des gènes.
Ces expériences confirment que la
méthylation chez les mammifères est
impliquée dans le maintien de
l’empreinte (m/s n° 2, vol. 10, p. 216). 
En conclusion, l’étude des mutations
nulles du gène H19 a permis d’iden-
tifier un élément de contrôle de
l’empreinte parentale. Cet élément
de contrôle présente une méthyla-
tion différentielle détectable dans le

spermatozoïde et au cours des pre-
miers stades embryonnaires chez la
souris. Chez la drosophile, cet élé-
ment possède une activité silencer,
suggérant une structure chromati-
nienne particulière. Ces données
récentes devraient permettre
d’approfondir le mécanisme d’action
et le rôle de cet élément de contrôle
dans le phénomène de l’empreinte
parentale.
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Objectifs
– exposer les bases cellulaires et moléculaires du transfert de gènes

en général, dans les cellules hématopoïétiques en particulier
– présenter les différentes stratégies de modification du patrimoine

génétique de ces cellules
– montrer les bénéfices que la santé humaine peut trouver dans le

développement de ces nouvelles technologies

Public
Médecins, pharmaciens, ingénieurs, cadres et chercheurs en chi-
mie, pharmacologie et biologie

Programme

Introduction à la thérapie génique
– Transfert de gènes dans les cellules somatiques
– Maladies susceptibles de bénéficier d’une thérapie génique
Biologie cellulaire de l’hématopoïèse
– Les cellules souches hématopoïétiques
– Régulation de la production des cellules différenciées par les fac-

teurs de croissance
– La thérapie génique du système hématopoïétique est-elle possible

?
Biologie moléculaire de l’hématopoïèse
– Du gène à la protéine : les mécanismes de l’expression génétique
– Les différentes catégories de cellules sanguines expriment des

gènes différents

– Comment assurer l’expression d’un gène correcteur ?
Thérapie génique et immunologie
– Les acteurs de la réponse immunitaire chez l’individu sain
– Le traitement des déficits immunitaires primitifs par thérapie

génique
– Les modificateurs de la réponse biologique et leur emploi dans les

maladies acquises du système immunitaire : maladies auto-
immunes, cancers, Sida.

Quels vecteurs pour la thérapie génique ?
– Vecteurs viraux et non viraux : leurs avantages spécifiques
– Du transfert de gène expérimental à la réalité clinique, les étapes

à franchir
– Les vecteurs de demain
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