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— RESUME
L'épigénétique se réfere a un ensemble de processus moléculaires contrélant le fonctionnement du
génome. Ces processus, mettant en jeu la méthylation de I’ADN, les modifications post-traductionnelles
des histones, de petits et grands ARN non codants, constituent la machinerie épigénétique et partici-
pent a I'architecture nucléaire. Stable mais aussi flexible, et variant rapidement, le statut epigénétique
du noyau cellulaire est dynamique. Dés la fécondation, les patrimoines génétiques parentaux subissent
une reprogrammation épigénétique orchestrant I'expression génique indispensable au développement
embryonnaire. Au cours du développement, les vagues de différenciation cellulaire, nécessaires a I'or-
ganogénése, s'accompagnent de la mise en place d'épigénomes cellulaires spécifiques dont la stabilité
est assurée par |'héritabilité des marques épigénétiques a travers la mitose (voire la méiose). Ceci garan-
tit le maintien de la fonction cellulaire de par la stabilité du profil de génes exprimés. Flexibilité et/ou
réversibilité de ces marques peuvent intervenir en réponse a divers changements environnementaux.
Cette caractéristique prend toute sa dimension dans les processus de programmation fcetale, soulignant
I'empreinte de la vie in utero sur le devenir de la descendance. Afin d'illustrer I'ensemble de ces notions,
nous prendrons divers exemples de biologie du développement avec une attention particuliére concer-
nant la place de la programmation épigénétique au cours de la spermatogenése. L'épigénétique peut
étre considérée comme mémoire cellulaire et source de diversité entre les individus.

Mots-Clés : épigénétique, développement, différenciation cellulaire, spermatogénése.

— SUMMARY

Epigenetics refers to molecular processes checking the reading of the genome. These processes, includ-
ing DNA methylation, the histone post translational modifications, as well as small and long non coding
ARN, constitute the epigenetic machinery and participate to nuclear architecture. Stable, flexible, and
quickly variable, the epigenetic status of cell nucleus is dynamic. After the fertilization, the parental
genomes undergo epigenetic reprogramming, orchestrating the gene expression essential to the embry-
onic development. During the embryo development, the waves of cellular differentiation involved
in organogenesis, come along with the implementation of cell-specific epigenome. Its stability is insured
by the heritability of the epigenetic marks through the mitosis (and meijosis). It provides the main-
tenance of cell function associated with the stability of gene expression profile. Flexibility and/or
reversibility of these marks take place in answer to diverse environmental changes. The importance
of these processes is suggested by fetal programming, underlined the impact of in utero life on adult
health and diseases. In order to exemplify these concepts, we will analyze the role played by the epi-
genetic programming during the spermatogenesis. Thus, epigenetics acts such as cell memory and
origin of diversity between the individuals.

Key Words: epigenetics, development, cell differentiation, spermatogenesis.
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L'EPIGENETIQUE, ENSEMBLE DE SIGNATURES
MOLECULAIRES ORCHESTRANT LA
SELECTION DE L'INFORMATION GENETIQUE

La notion d’épigénétique, dans son sens moderne, est basée sur
les travaux du biologiste Conrad H. Waddington (1942). Ce der-
nier définit 'épigénétique comme la branche de la biologie étu-
diant les interactions entre les systémes « génes » et « envi-
ronnement » donnant naissance au phénotype de I'individu
(Holliday, 2006). L'épigénétique se réfere aux marques appo-
sées sur le génome, orchestrant une organisation du patrimoine
génétique en domaines actifs et non actifs, permettant ainsi une
sélection et une lecture dirigée de I'information génétique. Les
marques épigénétiques induisent des changements durables de
I’expression des génes sans modification de PADN (pas de muta-
tion). Apposées en réponse 2 un stimulus externe, elles sont
maintenues malgré la disparition du stimulus. Et ce, contrai-
rement aux facteurs de transcription dont la liaison a ’ADN
est transitoire et régule 'expression des génes (activation / inhi-
bition) en réponse immédiate a un stimulus externe a la cel-
lule. Les marques épigénétiques sont stables et héritables au cours
des divisions cellulaires (mitose). Elles fonctionnent comme une
mémoire de la cellule et sont responsables a longs termes du
profil d’expression des génes. Les marques épigénétiques sont
toutefois modifiables et/ou réversibles en fonction de l'envi-
ronnement.

L'identité cellulaire

Lidentité cellulaire est sous le controle de marques épigéné-
tiques, (i) s’apposant sur la molécule d’ADN sans en modifier
la séquence, (ii) transmissibles et héritables a travers la mitose,
(iii) réversibles. Les marques évoluent au cours du développe-
ment.

Prenons deux exemples pour éclairer cette notion :

Considérons le cycle de développement du papillon. De I'ceuf,
éclot la larve qui se transforme en chenille puis vient le splen-
dide papillon dont la vie est généralement éphémere et consa-
crée a la reproduction. A chacune de ces étapes, des cellules se
différencient en exprimant un profil de génes bien défini afin
d’obtenir le phénotype adéquat. Or toutes les cellules de cet indi-
vidu, de 'ceuf au splendide papillon, posseédent le méme patri-
moine nucléaire. Il est donc évident qu’une sélection de 'in-
formation génétique est indispensable a chaque phase de
développement. Cette nécessité de sélectionner I'information
génétique, c’est-a-dire les génes a exprimer, est assumée par les
processus épigénétiques. Cette nouvelle strate d’'informations
se superpose au génome, orchestre le transcriptome (ensemble
de génes exprimés a un stade donné) et contribue au devenir
cellulaire, c’est-a-dire au phénotype. Lapposition des marques
épigénétiques, activatrices ou inhibitrices, spécifiques, consti-
tue la mémoire de la différenciation cellulaire, ou épigénome
cellulaire. Les modifications dans I'expression des génes qui en
résultent, sont transmissibles au cours des divisions cellulaires.

Le développement embryonnaire chez les mammifeéres est
aussi un bon exemple de programmation épigénétique (Reik et
al., 2007). Spermatozoides et ovocytes ont respectivement un
patrimoine nucléaire haploide de cellule hautement différen-
ciée. Les ovocytes expriment un large catalogue de génes et les
ARNmM maternels ont un role majeur dans les premiéres étapes
du développement de I'ceuf aprés fécondation (Rivera et al.,
2013). Au contraire, les spermatozoides n’expriment que peu
d’ARNm du fait de la compaction de leur ADN nucléaire (cf
ci-dessous). Chaque type de gamete est donc porteur de
marques épigénétiques trés spécifiques. A la fécondation, les
deux patrimoines perdent une partie importante de leurs
marques épigénétiques propres. De nouvelles marques s’appo-
sent. Cette reprogrammation épigénétique fondamentale
permet la mise en place du programme de génes nécessaire au
développement harmonieux de 'embryon (figurel).

Les grandes familles de marques épigénétiques

Les histones et leurs modifications post-traductionnelles

(figure 2)

® Les histones sont les protéines constituant les nucléosomes,
structure autour de laquelle s’enroule la molécule I’ ADN per-
mettant une forte compaction du patrimoine génétique,
indispensable au regard de la taille du noyau cellulaire.

Les modifications biochimiques post-traductionnelles tou-
chent des acides aminés particuliers des histones (lysine, argi-
nine...) et changent les interactions de type protéine-protéine
(interactions histone-histone et histone-autres protéines
nucléaires) et les interactions protéine-ADN créant ainsi des
domaines ouverts a la transcription ou fermés (silence trans-
criptionnel). A Theure actuelle, plus de 100 modifications
post-traductionnelles ont été répertoriées. La combinatoire
de ces différentes modifications est appelée « Code des his-
tones » et contrdle I’état transcriptionnel d’une région
(Kouzarides 2007 ; Dawson et al., 2012). De nombreux
acteurs, dits modificateurs et lecteurs (« Modifyers and
Readers », Yun et al., 2011) contribuent au déchiffrement de
ce code extrémement complexe.

La méthylation de TADN (Figure 3)

Cette modification covalente permet la liaison d’un groupe
méthyl (CH3) sur le carbone 5 de la cytosine (5meC) d’un
dinucléotide CG chez les mammiferes (Holliday et Pugh,
1975). Chez les plantes, les sites de méthylation sont aussi de
type CHG et CHH ou H peut étre A, G ou T. Le groupe CH3
est apporté par le S-Adenosyl Méthionine (SAM) fourni dans
I'alimentation.

Elle est pilotée par une famille d’enzymes les DNA méthyl-
transférases, (DNMT ; Bestor 2000). Certaines DNMT ont
pour fonction 'apposition de nouvelles marques (méthyla-
tion de novo). D’autres maintiennent les marques a travers la
mitose et participent donc 2 la conservation de la mémoire
épigénétique (maintien de la méthylation).
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Figure 1 : Développement embryonnaire chez les mammiferes. Les états de totipotence, de pluripotence puis de différenciation cellulaire afin d’obtenir I'organogenése
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propre a U'individu nécessitent ['expression de genes sélectionnés au sein de I'information génétique. Cette sélection est pilotée par I'apposition de marques épigénétiques.
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(A) Représentation des nucléosomes, composés d’'Histones (H1, H2, H3 et H4) sur lesquels la molécule I’ ADN s’enroule

exhaustive des modifications post-traductionnelles apposées sur les acides animés de chaque type d’histones.
Ph - phosphorylation, ac - acétylation, me - méthylation, ubl - ubiquitinylation.
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Figure 3 : (A) Fixation d'un groupe méthyl (CH3) donné par le S-adénosyl-L-méthionine (SAM) sur le carbone 5 d’une cytidine sous I'action d’enzymes, appe-
lées DNA méthyltransférases (DNMT). (B) Exemple de séquence génomique de mammifere, comportant 14 dinucléotides CG pouvant étre la cible d’une méthy-
lation (en gras). (C) Détermination du pourcentage de méthylation porté par chacun des 14 CG, par conversion au bisulphite de sodium de la séquence génomique
et analyse quantitative par pyroséquencage dans 3 types cellulaires différents (résultats obtenus au laboratoire) .

e La méthylation de 'ADN est réversible selon soit une
déméthylation passive (la DNMT de maintien ne fonc-
tionne pas : a chaque mitose, il y a une perte progressive de
'information épigénétique), soit par déméthylation active.
Dans les cellules germinales primordiales (dans la gonade
embryonnaire) et juste apres la fécondation, une vague de
déméthylation tres rapide est observée. Plusieurs méca-
nismes sont évoqués dont la transformation de la 5meC en
5hmeC par oxydation catalysée par la famille des « Ten Eleven
Translocation (TET) enzymes » (Kinney et al., 2013).

Chez les eucaryotes, la méthylation n’est pas universelle.
Aucune méthylation de TADN génomique n’est détectée chez
la levure (Saccharomyces cerevisiae), les nématodes
(Caenorhabditis elegans) et certains insectes comme la dro-
sophile. Chez les abeilles, un faible taux de méthylation glo-
bale est observé, de 'ordre de 0,5%. Bien qu’étant faible, cette
marque joue un role important au cours du développement
de I'abeille comme nous le verrons ultérieurement. La méthy-
lation n’affecte que 3 a 8% des cytosines chez les mammiferes
contre 50% chez les plantes. A ce titre, la méthylation de
I’ ADN de nowo est considérée aujourd’hui comme une réelle
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réponse adaptative de la plante 2 son environnement avec
la possibilité de changements dans 'expression des génes, a
la fois rapides et stables en fonction des modifications envi-
ronnementales (Zhang et al., 2013 ; Weigel et al., 2012).

La méthylation de ’ADN est une des marques épigénétiques
la plus analysée qui suscite le développement d’un tres large
éventail de technologies (Laird, 2010).

Les longs et petits ARN non codants

De longs ARN non codant, une fois transcrits, jouent aussi
un rdle majeur dans le controle de la transcription de certaines
régions chromosomiques. Ils s’accolent sur des domaines
chromosomiques particuliers et bloquent ainsi la transcrip-
tion. Lexemple le plus connu est celui de XIST, un long ARN
non codant impliqué dans I'inactivation du chromosome X
chez la femelle des mammiferes (Schlutz et al., 2013 ;
Schaukowitch et al., 2013). Les petits ARN non codants sont
sous divisés en plusieurs classes selon leur taille et leur méca-
nismes d’action. Ils participent a la régulation de I'expression
génique (Sethupathy et al., 2013).
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ARCHITECTURE NUCLEAIRE

Euchromatine et hétérochromatine

Lorsqu’on regarde le noyau d’une cellule sous un microscope,
on observe des régions foncées et des régions claires. Les
régions foncées (opaques 2 la lumigre) correspondent en fait &
de ’hétérochromatine, c’est-a-dire a des domaines condensés
et fermés 2 la transcription. A contrario, les parties claires cor-
respondent a 'euchromatine, région ouverte et transcription-
nellement active. La proportion hétérochromatine/euchro-
matine n’est pas figée ; elle est modulable et dynamique et
dépend du type cellulaire observé (figure 4).

Limportance de cette architecture nucléaire est bien illustrée
par la mise en évidence des variations au sein des noyaux des
cellules photoréceptrices de mammiféres. Selon les études
menées par Solovei et al., (2009), il existe une corrélation étroite
entre la distribution de ’hétérochomatine au sein du noyau des
cellules photoréceptrices et la vision diurne versus nocturne des
animaux. La compaction de la chromatine serait une des com-

posantes physiques des capacités visuelles des animaux déve-
loppées en fonction de leur mode de vie lié a la lumiére.

Les compartiments nucléaires

Les connaissances actuelles dans le domaine de 'organisation
du génome au sein des noyaux de cellules somatiques suggerent
aussi que I'organisation tridimensionnelle de la chromatine est
un niveau supplémentaire de régulation transcriptionnelle des
génes (Schneider and Grosschedl, 2007). Lespace nucléaire est
en effet composé de compartiments de structures et de fonc-
tionnalités bien distinctes et 2 proximité desquels les genes se
localisent en fonction de leur état transcriptionnel. Quand des
génes sont co-exprimés, ils peuvent s’associer a la méme
machinerie de transcription. Ceci implique une localisation par-
ticuliere au sein du noyau. Il est ainsi démontré que des génes
co-exprimés, éloignés les uns des autres sur le méme chromo-
some ou situés sur des chromosomes différents, peuvent se relo-
caliser au sein d'un compartiment du noyau (Francastel et al.,

1999 ; Kress et al., 2010).

Membrane nudéaire

Euchromatine

Hétérochromatine

Nucléole

~

Euchromatine

Hétérochromatine

Nucléole

Figure 4 : Implication fonctionnelle des domaines d’euchromatine et d’hétérochromatine. Photos en microscopie électronique de cellules hépatiques (A) et de cel-
lules photoréceptrices (B) de souris et représentations schématiques des domaines d’euchromatine et d’hétérochromatine et des marques épigénétiques associées (d’ apres

Helmlinger et al., 2006).

En bleu, hétérochromatine centromérique associée a la triméthylation de "histone H3 sur la lysine 9, marque répressive (H3K9me3).
En vert, euchromatine associée a la triméthylation de I'histone H3 sur la lysine 4, marque permissive (H3K4me3)
En rouge, hétérochromatine non centromérique associée & la triméthylation de ’histone H4 (H4K20me3).

Bull. Acad. Vét. France — 2014 - Tome 167 - N°2 http://www.academie-veterinaire-defrance.org/

113

COMMUNICATION




COMMUNICATION

IMPACT DE LA NUTRITION SUR
LA METHYLATION DE L'ADN ET
DETERMINISME PHENOTYPIQUE

Reine ou ouvriére, gelée royale et
méthylation de I’ADN

Un trés bel exemple de I'influence de la nutrition comme
paramétre environnemental intégré par les marques épigé-
nétiques, est donné par la distinction entre ouvriéres et
reine induite des le stade larvaire chez les abeilles. Au cours
du développement larvaire, seul I'apport de gelée royale
dicte le devenir d’une reine. Kucharski et coll démontrent par-
faitement que 1’absence de méthylation de novo globale a le
méme effet que 'apport de la gelée royale. Pour cela, les
auteurs ont injecté au stade L1, un siRNA : cette molécule
dégrade spécifiquement les ARNm de DNMT3. Pabsence
d’ARNm bloque la production de la protéine du méme nom
qui est responsable de la méthylation de novo. Dans ce cas,
une diminution importante de la méthylation de ’ADN est
observée. Cependant, le développement larvaire se poursuit
jusqu’au stade adulte. Pour 75% des larves injectées, les
auteurs obtiennent une reine. Les auteurs concluent que I’ap-
port de la gelée royale et '’hypométhylation induite ont les
mémes effets phénotypiques. Ils démontrent aussi que les
larves nourries a la gelée royale (les futures reines) présen-
tent une hypométhylation globale du génome comparée a la
méthylation de celui des larves des futures ouvrieres. Cette
démonstration de 'impact de la méthylation en réponse a la
nutrition chez I'abeille est d’autant plus remarquable que le
taux de méthylation du génome chez cet insecte est assez

faible.

Multiples exemples de I'impact de la nutrition:
études épidémiologiques chez I'homme et
modéles animaux

Au cours de la derniere décennie, une abondante littérature
scientifique a souligné la contribution possible de modifica-
tions épigénétiques dans I'explication de certaines réponses
de type adaptative. En premicre intention, les analyses épi-
démiologiques de Barker (2007) ont abouti au concept de
« syndrome métabolique » et a ’hypothese du DOHaD
(Developmental Origin of Health and Disease) selon laquelle les
conditions nutritionnelles durant la gestation influencent le
développement foetal et peuvent avoir des conséquences
post natales a plus ou moins longs termes. Ainsi des condi-
tions nutritionnelles particulieres (restriction ou régime
« Cafétéria » riche en lipide) appliquées chez les meres
pourraient induire des perturbations importantes du déve-
loppement fcetal avec un retard de croissance et un petit poids
de naissance et étre associées a une prédisposition aux patho-
logies cardiovasculaires et métaboliques chez le jeune adulte.
Chez 'homme, les études épidémiologiques d’Heijmans et al.
(2009) et de Tobi et al. (2009) mettent en évidence I'impact
de la famine subie par les grands parents sur le développement

de pathologies cardiovasculaires chez les petits enfants. Ils
observent des altérations des marques épigénétiques associées
aux syndromes et les considérent comme « une mémoire» de
I’environnement nutritionnel. Depuis la publication de ces
résultats, de trés nombreux modeles animaux ont été mis en
place afin de mieux comprendre les processus biologiques
impliqués. Ces modeles animaux (souris, rat, porc, brebis,
vache.....) fournissent la possibilité i) d’identifier avec plus
de précision les fenétres d’action chez les meres (au cours de
la puberté, en période péri-conceptionnelle, en début de ges-
tation, au cours de la gestation.....), ii) d’analyser les para-
metres métaboliques de la descendance et de mieux carac-
tériser le phénotype (au cours de la gestation, en postnatal,
au cours de la vie adulte...) et iii) de déterminer les méca-
nismes épigénétiques sous-jacents (Harris, 2012).

Il est maintenant établi que les perturbations nutritionnelles
maternelles (FO ; quelque soit la fenétre d’application) indui-
sent des modifications métaboliques observables chez la des-
cendance avec des différences de réponse entre descendance
male et descendance femelle (F1 ; notion de dimorphisme sexuel
dans la programmation fcetale). Dans certains cas, des altéra-
tions épigénétiques ont aussi été identifiées au niveau des
organes cibles de ces modifications phénotypiques (foie,
reins....), preuves d'une mémoire cellulaire acquise au cours du
développement feetal et altérant la fonction de 'organe. Dans
certains cas, le métabolisme de la génération suivante peut étre
aussi affecté (F2). Il est admis de parler d’effets multi-généra-
tionnels.

L'EPIGENETIQUE DE LA SPERMATOGENESE
ET LA FERTILITE

Spermatozoides, cellules hautement
différenciées et épigénétiquement
marquées (Figure 5)

Le spermatozoide présente une structure unique de la chro-
matine: sa compaction y est extréme au regard de tous les autres
types de cellules eucaryotes connus. Cette compaction, mise en
place progressivement tout le long de la gamétogenese, induit
un blocage de I'activité transcriptionnelle (pas ou trés peu d’ex-
pression des génes) et assure une protection du patrimoine géné-
tique a transmettre a I'embryon. Cette compaction nécessite dif-
férents processus moléculaires épigénétiques se déclinant selon
cinq classes : i) la méthylation de ’ADN, ii) les modifications
des histones et la présence de variants spécifiques du sperma-
tozoide, iii) le remplacement des histones par les protamines,
iv) la présence de petits ARN non codants et v) 'organisation
en domaines de ’ADN (Govin etal., 2004 ; Miller et al., 2010).

Vagues successives de modifications
épigénétiques liées a la spermatogénése

Au cours du développement embryonnaire, la migration des
cellules germinales primordiales au niveau des crétes génitales
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une protection maximale du patrimoine génétique paternel.

signe 'initiation de la gamétogenese. Ces cellules perdent
alors toutes leurs marques épigénétiques et leur ADN
nucléaire est complétement déméthylé. Chez le male, la sper-
matogenése démarre pendant la vie foetale. Les cellules ger-
minales occupent les tubes séminiferes et fournissent un stock
de cellules non différenciées diploides (2n) appelées « sper-
matogonies ». A la naissance chez la souris et a la puberté chez
I’homme, les spermatogonies se différencient en spermato-
cytes de type I (2n) ; ces cellules subissent une méiose per-
mettant d’obtenir des spermatocytes de type II (n) puis des
spermatides (n). Les spermatides sont alors transformées en
spermatozoides de par I'acquisition d’un flagelle et la com-
paction du noyau. Ces différentes étapes de mitoses/méiose
et de différenciation cellulaire s’accompagnent de vagues suc-
cessives d’apposition de marques épigénétiques. La méthy-
lation est mise en place progressivement : elle commence au
stade « spermatogonie » et atteint un maximum au stade
« spermatocyte de type [ ». La méthylation est ensuite trans-
mise en I’état et conservée jusqu’au stade « spermatozoide ».

Concernant les histones, le profil de modifications est beau-
coup plus complexe. Aprés une dé-acetylation et une démé-
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. L'ensemble des marques épigénétiques héritées au stade spermatozoide concoure a une exceptionnelle compaction de '’ ADN, cruciale pour

thylation des histones H3 et H4 sur différentes lysines, qui
s’achévent au stade spermatocyte, une ré-acétylation et une
re-méthylation de ces mémes histones se mettent en place.
Des variants d’histones vont aussi se substituer aux histones
classiques. Enfin, une grande proportion d’histones va étre
remplacée par des protamines. Uensemble de ces processus sera
achevé au stade spermatozoide, conférera au noyau sa com-
paction maximale et conduira a un silence transcriptionnel.
I1 est & noter que certaines modifications épigénétiques s’ef-
fectuent au cours de la vie in utero de I'individu méle. Ce point
est d’autant plus remarquable i) qu'il est caractéristique de
la spermatogenése, soulignant un dimorphisme dans la ciné-
tique d’acquisition de la maturité épigénétique des gametes
entre males et femelles et ii) qu'il joue un role primordial dans
la compréhension des effets de 'environnement maternel sur
le devenir et la fertilité des petits males (Zamudio et al., 2008).

Epigénétique et fertilité

Que le profil de méthylation de ’ADN, acquis progressivement
et conservé jusqu’au stade spermatozoide, soit clairement
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impliqué dans la fertilité ne fait aujourd’hui aucun doute
(Carrell et al., 2010 ; Boissonnas et al., 2013). Chez 'homme,
de nombreuses études démontrent que des perturbations de la
méthylation mesurées de facon globale (Housdhdaran et al.,
2007 ; Aston et al., 2012) ou plus spécifiquement au niveau de
certains génes peuvent &tre associées a des sub- ou infertilités
(Boissonnas et al., 2010). Le taux global de méthylation et les
régions génomiques concernées influencent donc la fertilité de
I'individu.

De nombreuses publications soulignent I'importance des
modifications post-traductionnelles des histones dans la fer-
tilité male (Zamudio et al., 2008). De la méme fagon, le role
des protamines a été démontré. En particulier, une corréla-
tion significative a été établie entre la diminution de Pex-
pression des génes des protamines et I'infertilité chez I’'homme

(Steger et al., 2008).

Les études transcriptomiques révelent que le spermatozoide
mature contient différents types ’ ARN (ARN codants mais
aussi petits et longs ARN non codants ; Lalancette et al., 2008).
Les ARN non codants jouent un role important dans la régu-
lation épigénétique et sont potentiellement transmissibles a la
descendance au moment de la fécondation.

Ces observations ouvrent de nouvelles perspectives concer-
nant la contribution paternelle dans le développement de
I’embryon et les possibilités de transmission d’information 2
la descendance (Yamauchi et al., 2010). Rappelons qu’aprés
la fécondation, une reprogrammation épigénétique prend
place afin de contribuer a 'expression du génome embryon-
naire et au développement. Toute altération de la mise en
place des marques épigénétiques au cours de la spermatoge-
nése peut impacter cette reprogrammation et affecter ainsi
le développement de 'embryon. Il est possible aussi que cer-
taines marques ne soient pas totalement écrasées. C'est le cas
de la déméthylation du génome paternel qui est compléete
chez la souris, mais partielle chez ’embryon de lapin, d’ovin
et de bovin, suggérant qu’'une mémoire paternelle épigéné-
tique peut &tre conservée (Young et al., 2004 ; Reis Silva et

al., 2011).

Impact environnemental sur I'épigénétique
et la fertilité de la descendance male

Dans les modeles animaux, toute modification du taux de
méthylation induite par un traitement chimique (ingestion d’in-
hibiteur de la méthylation comme la 5 azacytidine) ou par I'ex-
position a différents xénobiotiques (pesticides, fongicides. ..) per-
turbe
diethylstilbestrol (DES), un agoniste du récepteur cestrogénique,

de maniére notable la fertilité des males. Le

souvent prescrit chez la femme enceinte jusque dans les années
70, a été associé au développement de cancers vaginaux et a de
fréquentes anomalies de développement du tractus génital. Des
études chez la souris indiquent clairement qu’un traitement pré-
natal ou néonatal par le DES induit une suceptibilité trans-géné-
rationnelle au développement de tumeurs du tractus génital chez

la descendance (femelles et males) associée a une altération de
la méthylation loci-spécifique (Li et al., 2003 ; Sato et al., 2009).
Le cyclophosphamide utilisé comme agent anti cancéreux et
immunosuppressif, ou la vinclozolin, un composé anti andro-
génique et fungicide ou encore le méthoxychlore, un composé
cestrogénique et utilisé comme pesticide, présentent tous des
effets sur la fonction de reproduction et sur les partenaires molé-
culaires épigénétiques que sont la méthylation de ’ADN et les
modifications post-traductionnelles des histones altérant ainsi
l'organisation chromatinienne et les profils d’expression de génes

(Manikkam et al., 2012).

Modifications environnementales et
transmission d’altérations épigénétiques
a la descendance male

Une question posée aujourd’hui est la transmission de géné-
ration en génération des altérations épigénétiques et de
leurs conséquences phénotypiques. Si ce processus est clai-
rement établi chez les plantes, les exemples de la littérature
permettant de I’évoquer chez les mammiferes sont plus rares.
Les travaux de Zeybel et coll. (2012) démontrent P'existence
d’une adaptation épigénétique a un challenge a travers deux
générations. Le protocole expérimental induit une fibrose
hépatique par utilisation d’'un hépatotoxique, le tétrachlo-
rométhane ou tétrachlorure de carbone, chez des rats males
(figure 6). Apres exposition, les rats sont mis a la reproduction
comme les rats témoins (2 groupes ; FO). Les descendants de
chaque groupe (F1) sont a leur tour séparés en deux groupes,
I'un exposé a 'induction de fibrose hépatique, I'autre non
exposé (4 groupes), puis mis & la reproduction. Enfin les des-
cendants de ces quatre groupes de rats (F2) sont exposés a ce
challenge et leur réponse mesurée en termes de dépot de col-
lagéne signant la fibrose et d’expression de génes et de
méthylation de ’ADN. Zeybel et coll, notent une adaptation
au challenge avec une diminution significative de la réponse
plus marquée chez les rats dont le grand peére avait été
exposé a ce challenge, que chez ceux pour lesquels seul le pere
avait subi ce challenge. Notamment, dans le foie, ’expres-
sion du géne COLI et le dépdt de collagene sont fortement
diminués. Le géne TGF-B1, codant pour un facteur profi-
brinogeéne, est diminué, alors que le gene PPAR-7y, codant
pour un facteur anti-fibrinogéne est augmenté. La méthyla-
tion du promoteur du géne PPAR- vy est significativement
hypométhylée sur certaines positions CpG, pouvant contri-
buer a 'augmentation de 'expression. Par contre, 'analyse
de la méthylation du sperme des différentes générations ne
met pas en évidence de modification notable. Des investi-
gations complémentaires doivent étre menées afin d’évaluer
si d’autres modifications épigénétiques de la semence telles
que des modifications des histones pourraient étre impliquées.
Ceci reste toutefois un bel exemple d’adaptation trans-géné-
rationnelle.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Lépigénétique offre la possibilité de progresser dans la com-
préhension et la maitrise de I'expression du patrimoine
génétique. C’est un vaste domaine d’investigations puisque
de nombreux processus moléculaires sont impliqués, inter-
agissant entre eux et nécessitant d’innombrables acteurs
pour mener a bien toutes les étapes d’écrasement, d’apposi-
tion des marques, de modifications et de lecture. Malgré, ava-
lanche de publications et de données a hauts et moyens débits
(voir pour exemple : Perspectives of International Human
Epigenome Consortium, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC3630389/), les questions résolues sont bien
moins nombreuses que celles posées. L'apposition de marques
épigénétiques sur le génome, tel des post-it signalant les
domaines actifs ou silencieux transcriptionnellement,

est indiscutable mais la lecture de ce code reste souvent
incompléte. La transmission de ces marques au travers la
mitose et leur pérennité comme garant de la différenciation
cellulaire sont largement démontrées que ce soit au cours du
développement embryonnaire précoce, de la gamétogenése
ou plus généralement de I'organogeéneése. Il est aussi bien
démontré que laltération de ces processus peut étre enre-
gistrée, mémorisée et avoir des conséquences a longs termes
sur la fonctionnalité des organes. Il reste cependant a étudier
plus avant les possibilités de transmission multi-génération-
nelles voire trans-générationnelle. Il reste aussi a identifier
des leviers d’action capables de modifier avec précision les
marques épigénétiques d’un géne, que ce soit des molécules
ou certaines conditions environnementales.
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Figure 6 : (A) Protocole d’induction d’une fibrose hépatique chez les rats males sur trois générations (de FO a F2). (B) Résultats en termes d’analyse histolo-
gique (dépot de collagene utilisé comme marqueur de la fibrose) et de quantification de I'expression du géne COLI, codant un collagéne ; les petits fils des grands
peres ayant subi une induction de fibrose sont plus résistants au traitement. (C) Analyse de la méthylation de la séquence promotrice du géne PPAR-gamma ;
Pexpression du géne PPAR-gamma, codant pour un facteur anti-fibrinogéne, est augmentée et associée a une diminution significative de la méthylation de CG de
la région promotrice chez les petits fils en réponse a l'induction de la fibrose. (d’aprés Zeybel et al., 2012).
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