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Introduction bibliographique

"H19 was the H row, 19th spot. We had made a liver ¢cDNA library and we were
screening through them. HI19 was incredibly abundant and we showed that it was
developmentally regulated. I kept plugging away on it, thinking there must be something
here. Given its abundance and its tight regulation, this can't be a garbage RNA.

If I have one regret about my career, it is that I had to stop before I figured out what
H19 does! Unfortunately this little filter array name has stuck on it."

Extraits de : The making of a President:
an interview with Shirley Tilghman.
Interview by Jane Gitschier.
(Tilghman, 2006)

Voici donc comment a commencé I'histoire du gene H/9. Le premier article décrivant
le clonage de ce géne a 20 ans (Pachnis et al., 1988) et aujourd'hui le réle de ce geéne n'est
toujours pas ¢€lucidé. Mon travail de thése a, en partie, porté sur 1'étude de la fonction de
I'ARN H19 et nous a permis de proposer qu'il participe a la régulation d'un réseau de genes

soumis a I'Empreinte impliqué dans le controle de la croissance embryonnaire.

H19 a deux particularités principales : celle d'étre soumis a I'Empreinte Parentale et
celle de coder un ARN non traduit, deux caractéristiques épigénétiques. Le premier chapitre
de l'introduction bibliographique porte donc sur I'Epigénétique. La premiére partie décrit
les différents acteurs épigénétiques que sont la méthylation de 'ADN et les modifications
post-traductionnelles des histones et leurs liens avec la transcription des génes. Une seconde
partie résume brievement les données existantes sur les ARN non codants. La troisiéme
partie de ce premier chapitre fait le point sur les connaissances concernant I'Empreinte
Parentale et en particulier sur la régulation de I'expression au locus H19/Igf2.

Le géne H19 est tres fortement exprimé au cours de 1'embryogenése et le phénotype
des animaux invalidés pour ce geéne est une surcroissance somatique. Par ailleurs, il est
rapidement réprimé aprés la naissance dans tous les tissus a l'exception du muscle
squelettique. Aussi, I'ARN HI9 est pressenti pour jouer un rdle dans le controle de la
croissance feetale et au cours de la myogenése. Le deuxiéme chapitre de l'introduction porte
sur deux aspects. La croissance embryonnaire et post natale controlée particulierement par
le systeme IGF fait I'objet de la premicre partie de ce chapitre. La seconde partie est consacrée
a la myogenese et a la régénération musculaire, phénoméne qui fait intervenir les cellules

souches musculaires adultes appelées cellules satellites.




Introduction bibliographique

Le troisiéme chapitre de l'introduction introduit le géne HI/9 et son voisin
chromosomique indissociable /gf2. Une premicre partie reprend l'historique de la découverte
de 'ARN H19, les données concernant le profil d'expression d'H79 et Igf2, les pistes quant a
sa fonction. La seconde partie est consacrée aux syndromes de Beckwith-Wiedemann et de
Silver-Russell. Ces deux pathologies présentent des phénotypes respectivement de
surcroissance et de retard de croissance. Elles sont toutes les deux liées au locus H19/1gf2.

La revue de synthése portant sur la régulation et la fonction du géne H/9, que nous

avons publiée en 2006, cloture cette introduction (Gabory et al., 2006).

Le but de ce travail de thése a été d’¢lucider le role du géne H/9. Une controverse
existe quant a la fonction du géne au cours de la tumorigenése. Oncogene ou suppresseur
de tumeur ? J'ai tout d'abord participé a une étude ou nous avons montré dans trois modeles
murins que le locus H19 joue le role de suppresseur de tumeur (Yoshimizu et al., 2008). Le
premier modéle est l'induction de tératocarcinomes par greffe d'embryon sous la capsule
rénale de souris. Les tumeurs induites par les embryons H/9" sont plus grosses que les
tumeurs induites par des embryons sauvages. Le deuxi¢éme modele est un modele de tumeurs
intestinales dues a une mutation du géne Apc. Les souris Apc HI9 développent plus de
tumeurs que les souris Apc'/ " et les tumeurs de petite taille sont plus nombreuses. Le dernier
modele est l'induction d'hépatocarcinomes. Les souris n'exprimant pas H/9 développent des
tumeurs plus rapidement que les souris sauvages. Ces trois modeles impliquent un role de
I'ARN H19 dans l'apparition et la croissance tumorale, montrant ainsi un role de suppresseur

de tumeur chez la souris.

Dans le but d'étudier la fonction de 'ARN H19, des modeles d'invalidation du géne ont
été développés, en particulier dans notre laboratoire avec le modéle H19™ (Ripoche et al.,
1997). Ces modéles présentent un phénotype de surcroissance somatique liée a la réactivation
de l'allele maternel du géne du facteur de croissance /gf2 par une modification de la structure
de la chromatine. Suite a ces travaux d’invalidation du géne par recombinaison homologue,
des modeles de souris transgéniques surexprimant le géne ont été développés au laboratoire
peu avant mon arrivée. Ainsi, mon travail a ét¢ d’analyser ces lignées transgéniques
murines dans le but de comprendre la fonction de I’ARN non codant H79. Les transgenes,
placés sur fond HI 97" sont capables de sauver le phénotype et de restaurer une taille et un
poids comparables a ceux de souris sauvages. Une analyse de l'expression des génes d'un

réseau de genes soumis a I'Empreinte récemment décrit (Varrault et al., 2006), qui pourrait




Introduction bibliographique

contrdler la croissance embryonnaire et post-natale, a montré que I'ARN H/9 est un trans

régulateur de ce réseau. Le manuscrit de ce travail a été soumis pour publication.

Apres la naissance le géne HI9 est réprimé dans tous les organes a I'exception du
muscle squelettique. Nous nous sommes donc intéressées a cet organe particulier. Une étude a
montré que plusieurs génes soumis a 1'Empreinte, dont H/9 et Igf2, sont induits lors du
processus de régénération musculaire, qui fait intervenir les cellules satellites, considérées
comme les cellules souches adulte de cet organe. Par ailleurs, il avait été décrit une perte
d'Empreinte du géne Igf2 dans les cellules souches hématopoiétiques. La derniere partie de
mon travail a consisté¢ en 1’¢tude de la régulation de ’Empreinte Parentale du locus
H19/Igf2 dans les cellules souches adultes, avec comme modele la cellule satellite. Nous
avons mis en culture ou tri¢ les cellules satellites de souris Igf2"", H19"" et de souris
HI9Igf2mestieusisrens " sortant un polymorphisme permettant de distinguer les deux alléles.
Nous avons montré une expression biallélique des geénes Igf2 et HI9 dans les cellules
satellites, en absence de modifications des marques de méthylation d'Empreinte. Ces résultats
montrent un reldichement de 1'Empreinte dans ces cellules. /gf2 est é¢galement exprimé de
maniére biallélique dans les cellules souches hématopoiétiques, ce qui suggére que l'absence
de lecture de I'Empreinte pourrait étre une caractéristique des cellules souches adultes. Le

manuscrit de ce travail est en cours de préparation.

La discussion abordera les résultats obtenus au cours de cette thése qui montrent H/79
comme un ARN régulateur de la croissance embryonnaire via le controle d'un réseau de genes
soumis a I'Empreinte. Il a ét¢ montré que certains de ces genes sont réprimés apres la
naissance de fagon concomitante. Leur réactivation a I'dge adulte est observée au cours de la
tumorigenese. Aussi le role de suppresseur de tumeur d'H/9 pourrait s'expliquer par le
controle de ce réseau pour limiter la prolifération. Les mécanismes possibles par lesquels
I'ARN H19 peut controler I'expression d'autres ARNm seront détaillés. Enfin, la discussion
abordera le probléme de 'Empreinte dans les cellules souches : I'implication de ces résultats
en ce qui concerne la réflexion autour de I'origine de ces cellules, la fonction de ces génes
dans 'homéostasie musculaire et la connaissance de la biologie de ces cellules qui peuvent

étre utilisée en thérapie cellulaire.
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Figure 1 : Epigénétique et destin cellulaire.

Waddigton représentait sa vision de I'Epigénétique comme une balle, la cellule, qui a le choix au cours de la
différenciation cellulaire pendant I'Embryogenése, entre deux parcours : les destins cellulaires (a gauche). De
nos jours, plusieurs acteurs épigénétiques sont connus et il apparait que les différentes voies de méthylation
de I'ADN, de modifications des histones, de remodelage de la chromatine et de mémoire épigénétique
agissent de concert pour mener les cellules filles vers les différents destins cellulaires (a droite).
(Adapté de Goldberg 2007).
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1) Epigénétique : définition et mécanismes
1-1) Historique et définition actuelle

C'est a Conrad Waddington qu'est prétée l'invention du mot épigénétique qu'il
définissait comme la discipline de la Biologie étudiant les relations de cause a effet entre les
genes et leurs produits, faisant apparaitre le phénotype. En 1957, afin de réconcilier le monde
de la Génétique et celui du Développement, Waddington représente 1'Epigénétique comme un
paysage dans lequel une bille, la cellule, peut prendre différentes trajectoires représentant les
différents destins cellulaires (Figure 1 gauche). A partir d'un méme génome, deux cellules
filles pourront avoir deux programmes d'expression génique différents, déterminant ainsi le
devenir de ces cellules. Dans cette optique, la définition de 1'épigénétique serait 1'étude des
changements stables et héritables de l'expression des génes sans modification de la

séquence primaire de I'ADN.

La notion d'Epigénétique est aujourd’hui moins restreinte au Développement et
comprend entre autres la réparation de I'ADN, les voies de régulation post-transcriptionnelle
et traductionnelle des petits ARN non codants aussi bien que la transmission d'un programme
d'expression génique aux cellules filles. Aussi, certains chercheurs comme Denise Barlow
admettent que "L’épigénétique a toujours été I’ensemble de ces choses bizarres et

merveilleuses que la génétique ne sait pas expliquer."

La recherche actuelle dans le domaine de I'Epigénétique s'attache particulierement a
étudier les modifications covalentes de I'ADN et post-traductionnelles des histones et les
mécanismes par lesquels celles-ci influencent la structure de la chromatine et I'expression des
genes (Goldberg et al., 2007). Depuis Waddington, la méthylation de 'ADN et différentes
modifications post-traductionnelles des histones ont été découvertes ainsi que de nombreux
"écrivains" et "lecteurs" de ces marques épigénétiques. L'étude du destin cellulaire au cours
du développement peut aujourd'hui se faire sous une autre approche ; les différentes voies de
méthylation de I'ADN, de modifications des histones et des activateurs et répresseurs
transcriptionnels interagissent entre eux pour aboutir au patron d'expression adéquat pour la

cellule (Figure 1 droite).

Dans les cellules eucaryotes, le matériel génétique est localisé dans le compartiment

nucléaire et organisé en une structure complexe constituée d'ADN et de protéines : la
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Figure 2 : Compaction de la chromatine au sein du noyau.

A. La double hélice d'ADN s'enroule autour des histones pour former les nucléosomes, les unités
fondamentales de la chromatine. Ces nucléosomes peuvent interagir entre eux pour se compacter en fibre de
30nm qui peut étre encore compactée en une structure plus dense au sein de I'hétérochromatine.

B. La structure du noyau en microscopie électronique fait apparaitre deux formes pour I'ADN : I'euchromatine,
claire et I'hétérochromatine, dense aux électrons.
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chromatine. La longueur du brin d'ADN est d'environ 2 meétres mais le noyau est un
compartiment qui fait quelques pm de diamétre seulement. Il est donc nécessaire de
compacter le matériel génétique afin de pouvoir le stocker dans ce petit organelle (Figure 2A)
tout en le gardant disponible a tout moment pour la transcription génique, la réplication ou la
réparation de I'ADN en réponse aux signaux cellulaires. Ces fonctions de compaction et de

mise a disposition sont réalisées par remodelage de la chromatine.

Le mot chromatine vient du grec "kroma", la couleur, du fait de son aspect granuleux
et sa capacité a fixer les colorants. Les images de noyaux en microscopie ¢€lectronique
permettent de distinguer deux types de chromatine selon son aspect plus ou moins dense
(Figure 2B). L'hétérochromatine forme des structures denses aux électrons, situées a la
périphérie du noyau et au sein de 1'euchromatine. L'hétérochromatine est considérée comme la
forme condensée, transcriptionellement inactive de la chromatine. L'euchromatine forme une
structure plus claire et est considérée comme la forme relachée, active transcriptionellement
de la chromatine. Ces structures sont dynamiques, ainsi le matériel génétique de
I'hétérochromatine peut étre "remodelé" en euchromatine en réponse aux besoins de la cellule

et vice versa.

L'accessibilité ou non des geénes aux facteurs de transcription est régulée par deux
principaux acteurs : la méthylation de 'ADN et les modifications des histones. Dans les deux
prochaines parties, ces voies seront bricvement détaillées puis une derniere partie décrira les
interactions entre ces acteurs qui aboutissent a la structure de la chromatine appropriée pour

une région génomique donnée.
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Figure 3 : La méthylation de I'ADN.

A. La substitution du groupement méthyle (CH3) sur la cytosine est catalysée par une ADN méthyltransférase
(Dnmt) en utilisant la S-adénosyl-méthionine (SAM) comme substrat.

B. La méthylation des cytosines sur les dinucléotides CpG ne modifie pas les appariements Watson-Crick de
I'ADN.
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1-2) La méthylation de ’ADN

La méthylation de I'ADN est la substitution covalente d'un groupement méthyle (CH3)
sur les acides nucléiques (Figure 3). Chez les procaryotes, la méthylation a été rapportée sur
les adénines et cytosines. Chez les eucaryotes, la méthylation de I'ADN est associée
uniquement aux cytosines et plus particuliérement sur les cytosines suivies de guanines
(dinucléotide CpG). La méthylation est notamment présente chez les plantes, les mammiferes,
certaines levures et certains insectes. Toutefois, la Drosophile présente seulement un faible
niveau de méthylation de I'ADN et la littérature rapporte que la levure S. cerevisiae ou le

nématode C. elegans par exemple en sont dépourvus (Bird, 2002).

Cette réaction est catalysée par une famille d'enzymes appelées Dnmt (DNA
méthyltransférase) a partir du substrat S-adenosyl-methionine (SAM) comme donneur de
groupement méthyle. Cette modification de 'ADN n'altére pas les appariements Watson Crick
de I'ADN. La méthylation de I'ADN est généralement associée a la répression
transcriptionnelle (Klose and Bird, 2006). Le génome des mammiferes est généralement
pauvre en dinucléotides CpG par rapport a la probabilité attendue, excepté dans les ilots CpG.
Ces séquences sont définies comme faisant plus de 500 paires de bases avec un contenu en
guanine et cytosine de plus de 55% et un ratio de dinucléotides CpG observé/attendu
supérieur a 0,65 (Jones and Takai, 2001; Takai and Jones, 2003). Environ 40% des génes de
mammiferes possédent un ilot CpG majoritairement au niveau de leur promoteur et du

premier exon.

1-2-1) Le "méthylome"”

L'é¢tude de la méthylation de 1'ensemble des CpG d'un génome (ou méthylome) a été
rendue possible par l'avénement de techniques haut débit comme les microarrays. Les
techniques  d'immunoprécipitation d'ADN  méthylé (MeDIP pour Methyl-DNA
ImmunoPrecipitation) associées aux puces a ADN ont permis d'établir une carte des domaines
constants de méthylation chez les mammiferes (Weber et al., 2005; Weber and Schubeler,
2007). Ainsi, les ilots CpG sont généralement faiblement méthylés. En revanche, les exons et
les séquences géniques hors promoteurs présentent des plus hauts degrés de méthylation.
Enfin, les séquences répétées et les séquences mobiles des rétrotransposons sont en général

méthylées.
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Figure 4 : Evolution du profil de méthylation au cours du Développement.

Deux grandes vagues de déméthylation/reméthylation ont lieu.

A. La premiére déméthylation a lieu au cours de la gamétogenése dans les cellules germinales primordiales
(PGC) et touche a la fois le génome maternel et paternel (violet). Le nouveau profil de méthylation est apposé
plus tard sur le génome maternel (rouge) au cours de I'ovogenése que sur le génome paternel (bleu) au cours
de la spermatogeneése.

B. La seconde vague a lieu juste aprés la fécondation. La déméthylation est rapide et active pour le génome
paternel et passive pour le génome maternel. Les génes soumis a I'Empreinte sont protégés de cette
déméthylation (gris). Le génome de I'embryon (violet) est ensuite reméthylé dans les lignages somatiques et
extraembryonnaires.

(Adapté de Reik et al., 2001)
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Par ailleurs, la méthylation évolue au cours de la vie d'un individu. Il y a deux grandes
vagues de reprogrammation de la méthylation : au cours de la gamétogenése et au cours des

premigeres divisions apreés fécondation (Figure 4).

Dans les cellules germinales primordiales (PGC pour Primordial Germ Cells), le
génome subit une forte déméthylation. Au cours de la spermatogenése, l'apposition d'un
nouveau profil de méthylation a lieu avant les divisions méiotiques. Chez la femelle, la
reméthylation a lieu apres les divisions méiotiques au moment de la maturation ovocytaire
(Reik et al., 2001). Cette phase de déméthylation/reméthylation serait importante pour effacer
le programme d'expression et mettre en place un programme spécifique aux lignages des
gametes. De plus, ce phénomene est particulierement important pour le cycle de I'Empreinte
Parentale, comme nous le verrons par la suite. Les gamétes matures n'ont pas le méme profil :
le génome des spermatozoides est fortement méthylé et le génome de 'ovocyte au moment de

l'ovulation 1'est beaucoup moins (Monk et al., 1987).

L'autre phase importante de déméthylation a lieu immédiatement aprés la
fécondation de 1'ovocyte par le spermatozoide. Le génome paternel fortement condensé
subit alors des changements majeurs dont l'un des plus frappant est le remplacement des
protamines par les histones au niveau des nucléosomes de I'ADN. Il subit également une
déméthylation rapide qui est achevée avant la réplication du génome zygotique (Mayer et al.,
2000). La vitesse a laquelle elle intervient suggere que cette déméthylation est active. Deux
voies de déméthylation sont proposées : I'action d'une déméthylase et I'excision/réparation des
méthyl-cytosines. A I'heure actuelle, aucune étude n'a permis de mettre en évidence d'enzyme

catalysant la déméthylation de I'ADN.

Le génome maternel subit lui aussi une perte de méthylation mais avec une cinétique
différente. Les résultats de Mayer ef al suggerent que le génome maternel est tout d'abord
méthylé pour atteindre un niveau comparable a celui du génome du spermatozoide. Ensuite au
moment de la réplication de I'ADN, il est déméthyl¢ de fagon lente, suggérant un mécanisme
passif, en lien avec la localisation cytoplasmique de I'ADN méthyltransférase de maintenance

Dnmtl dans l'embryon préimplantatoire (Hirasawa et al., 2008).
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Figure 5 : Le méthylome.

L'analyse haut débit de la méthylation de I'ADN a permis de mettre en évidence des comportements différents
pour trois classes de séquences. Les promoteurs a faible contenu en CpG (LCP) sont méthylés dans les
cellules souches et différenciées et la méthylation n'est pas liée a I'activité du promoteur. Peu de promoteurs
a haut contenu en CpG (HCP) sont méthylés dans les cellules somatiques mais lorsqu'ils le sont, leur activité
est plutét réprimée. Les promoteurs a contenu en CpG intermédiaire (ICP) sont sujets a la méthylation de
novo, présentent plus fréquemment des différences de méthylation entre cellules souches et cellules
différenciées et entre les différents types de cellules différenciées. La méthylation de ces promoteurs est
souvent en rapport avec une répression transcriptionnelle.

activité ADN méthyltransférase

Cys-rich Domaine Catalytique

] A B rr= Dnmt1 maintenance
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Figure 6 : La famille des DNA méthyltransférases (Dnmt).

Cing Dnmt ont été caractérisées et présentent des régions riches en cystéines (Cys-rich) et un domaine
catalytique conservés. Dnmt1 est une méthyltransférase de maintenance, elle copie la méthylation du brin
parental sur le brin néosynthétisé au cours de la réplication. Dnmt2 n'a pas d'activité méthyltransférase pour
I'ADN mais pour I'ARNt. Les protéines Dnmt3a et 3b ont une activité de novo, elles apposent la méthylation
sur un brin vierge. Enfin, Dnmt3L n'a pas d'activité méthyltransférase mais régule Dnmt3a et 3b, notamment
au cours de la mise en place de 'Empreinte pendant la gamétogenése. (Adapté de Bourc'his et al., 2001)
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Au stade 32 cellules, les deux génomes ont un niveau bas de méthylation. Il est a noter
que les genes soumis a 'Empreinte sont protégés de cette vague de déméthylation (Reik ef al.,

2001), ce qui est important pour le cycle de I'Empreinte comme nous le verrons par la suite.

De¢s le stade blastocyste, un nouveau profil de méthylation est mis en place, ce qui est
interprété comme la mise en place de nouveaux programmes d'expression spécifiques des
différents lignages cellulaires (Reik et al., 2001). Mais la méthylation des geénes au cours de la
différenciation des geénes n'est pas claire et systématique. Une analyse haut débit de la
méthylation dans des fibroblastes (cellules somatiques) en culture primaire versus des cellules
germinales a permis d'établir 3 classes de promoteurs selon leur faible, moyenne ou forte
densité en CpG (Weber et al., 2007). Seulement 4% des promoteurs a ilots CpG sont méthylés
dans les fibroblastes et non dans les cellules germinales et représentent en général des facteurs
de transcription spécifiques de lignages cellulaires. Les promoteurs a faible densité en CpG
sont en général méthylés et leur profil n'est pas modifi¢ entre fibroblastes et cellules
germinales. La méthylation de novo est en revanche plus significative pour les génes a densité
moyenne de CpG entre les cellules germinales et les fibroblastes. De plus, les génes
spécifiques des lignages des cellules germinales sont plus fréquemment méthylés dans les
cellules somatiques différenciées (Figure 5). Cette étude concorde avec les résultats publiés

sur des genes individuels ou sur des chromosomes particuliers (Weber and Schubeler, 2007).

1-2-2) Les ADN méthyltransférases (Dnmt)

La premiére ADN méthyltransférase, Dnmtl, a été décrite et le géne a été cloné en
1988 (Bestor et al., 1988). Par analogie de séquence, quatre autres génes murins ont été
identifiés : Dnmt2, Dnmt3a, Dnmt3b et Dnmt3L (Altschul et al., 1990; Aapola et al., 2000)
(Figure 6). Ces enzymes ont un domaine catalytique qui présente des motifs de
reconnaissance des substrats SAM et ADN et d'activation de la cytosine cible et un domaine
riche en cystéine (Cys-rich). Cependant Dnmt2 ne posséde pas d'activitt ADN
méthyltranstérase in vivo mais serait impliquée dans la méthylation d'ARNt (Okano et al.,
1998; Goll et al., 2006). Dnmt3L ne posséde pas les motifs caractéristiques du domaine
catalytique mais est un régulateur de Dnmt3a comme nous allons le voir par la suite

(Bourc'his et al., 2001).
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Les ADN méthyltransférases ont deux fonctions : une activité de méthylation de
novo, pour établir la modification a partir d'une séquence qui en est dépourvue et une activité
de méthylation de maintenance, qui permet de recopier les marques pour transmettre

I'information aux cellules filles lors de la division cellulaire.

a) La méthylation de maintenance : Dnmt1

L'ADN méthyltransférase de maintenance permet de recopier le patron de méthylation
de la cellule meére et de le transmettre aux cellules filles au cours de la mitose. Dnmt1 a une
forte affinité pour les dinucléotides CpG hémiméthylés. Au cours de la phase S du cycle
cellulaire, Dnmtl est localis¢ au niveau des fourches de réplication et méthylerait ainsi ' ADN

au cours de sa synthése (Leonhardt et al., 1992).

Le maintien de l'information détenue par la méthylation de 'ADN semble tres
important pour la viabilité¢ des individus. En effet, l'invalidation de Dnmtl chez la souris
conduit a une 1étalit¢ embryonnaire précoce peu apres l'implantation (Lei ef al., 1996). Les
embryons Dnmt1™” dégénerent des E9.5 (jour embryonnaire 9,5) au stade 8 somites. Les
cellules ES dérivées de ces mutants sont cependant viables et présentent une réduction trés
forte mais non totale de la méthylation. L'infection de ces cellules par un virus a permis de
montrer qu'une activit¢é de méthylation de novo existe dans ces cellules. Dans I'ensemble,
I'¢tude de ce mutant a permis de montrer que le maintien de la méthylation par Dnmtl au
travers des divisions mitotiques était crucial pour le développement et que la méthylation de

novo était assuré par une ou plusieurs autres enzymes.

Par ailleurs, comme nous le verrons par la suite, Dnmt1 est nécessaire et suffisant pour
maintenir le profil de méthylation différentiel des genes soumis a I'Empreinte dans 1'embryon

préimplantatoire (Hirasawa et al., 2008).

b) La méthylation de novo : Dnmt3a et Dnmt3b

Au cours du développement, il est nécessaire d'établir un nouveau patron de
méthylation spécifique des lignages cellulaires aprés la déméthylation globale des génomes

parentaux. Cette fonction est assurée par les Dnmt3a et 3b. L'étude des mutants invalidés pour

11
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chacun de ces geénes a montré que ces deux enzymes sont indispensables pour la viabilité des

souris et qu'elles ont chacune un réle bien défini (Okano ef al., 1999).

Les souris Dnmt3a”" apparaissent normales 4 la naissance mais meurent dans les 4
premicres semaines de vie alors que les embryons Dnmt3b” meurent in utero entre E9.5 et la
naissance. Cela suggere que ces enzymes ont des fonctions distinctes. Les doubles mutants
Dnmt3a3b” présentent des défauts majeurs dés E8.5 et meurent aux environs de E11.5.
L'aggravation du phénotype par rapport aux simples mutants montre qu'il existe également
une redondance fonctionnelle entre ces enzymes au début du développement embryonnaire

(Okano et al., 1999).

Parmi les fonctions propres a Dnmt3b, la méthylation des séquences répétées satellites
péricentromériques du génome serait particulierement importante. En effet, la mutation de
cette enzyme est responsable du syndrome humain ICF (Immunodeficiency, Centromeric
instability and Facial abnormalities), caractérisé par I'hypométhylation de ces satellites et une

instabilité¢ de I'hétérochromatine centromérique associée (Miniou et al., 1994).

Un réle particulier pour Dnmt3a a été montré grace a sa capacité de liaison a Dnmt3L.
Cette protéine 3L est dépourvue du domaine catalytique méthyltransférase et pourtant,
l'invalidation du geéne chez la souris entraine des défauts de méthylation. En effet, les males
Dnmt3L"" sont stériles et les femelles sont fertiles mais leur descendance meurt in utero
(Bourc'his et al., 2001). Chez ces embryons, la méthylation globale du génome n'est pas
affectée mais les séquences spécifiques des génes soumis a empreinte sont en revanche tres
atteintes. C'est I'absence de marques associées a I'Empreinte, normalement appliquées au
cours de l'ovogenése, qui serait responsable de la Iétalité embryonnaire. Pendant la
spermatogenese, des défauts d'acquisition de la méthylation aux loci soumis a Empreinte ont
¢galement été observés en plus de défauts de méthylation des séquences hétérochromatiques
et des répétitions non péricentriques. De plus, au moment de la méiose, les chromosomes ne
s'apparient pas, ce qui aboutit a un arrét de la spermatogeneése, et entraine une infertilité chez
les males Dnmt3L" (Webster et al., 2005). Dnmt3L pourrait interagir physiquement avec
Dnmt3a et Dnmt3b pour potentialiser 'activité méthyltransférase de ces enzymes (Suetake et

al., 2004).

12



z8T838 4% %% % %% % %
ZBTB4 <PO-Z/BTB ) s s ko (o) (o) Vi3 vy @

.

Kaiso i i il

MEBD1

MBD2

MBD3

MED4

MaCP2

Figure 7 : Les principales protéines de liaison a I'ADN méthylé (MBP).

Deux grandes familles de MBP sont répertoriées : la famille MBD et la famille Kaiso.

Les protéines de la famille Kaiso ont un domaine de répression transcriptionnelle POZ/BTB (poxvirus and zinc
finger/broad complex, tramtrack and bric a brac) et un domaine de liaison a I'ADN en doigt de zinc (ZF). Les
membres de la famille MBD possédent un domaine de liaison aux méthyl CpG (MBD methylCpG Binding
Domain) et les trois principaux régulateurs de la transcription ont un domaine TRD (transcription repression
domain).

(Adapté de Klose and Bird, 2006 et Filion et al., 2006)
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Ainsi, la méthylation de novo est assurée par les protéines Dnmt3. Dnmt3a et Dnmt3L
formeraient un complexe pour réguler la méthylation des génes soumis a I'Empreinte au cours
de la gamétogenese. Dnmt3b serait plus particulierement impliquée dans 1'hétérochromatine
péricentrique. De plus, Dnmt3a et 3b pourraient intervenir sur d'autres séquences comme les

séquences transposables du génome.

1-2-3) Les protéines de liaison a I'ADN méthylé (MBP)

Deux mécanismes non exclusifs sont proposés pour expliquer l'action de répression
transcriptionnelle de la méthylation : une impossibilité pour certaines protéines de se lier a
I'ADN méthyl¢ et/ou le recrutement de protéines liant spécifiquement I'ADN méthylé. Dans la
premicre hypotheése, la méthylation empécherait l'accés des facteurs de transcription ou
d'autres protéines régulatrices a leurs sites de reconnaissance spécifiques. C'est par exemple le
cas de la protéine CTCF (Bell and Felsenfeld, 2000), importante pour la régulation des génes
H19 et Igf2 et dont nous reparlerons donc ultérieurement. Le second mécanisme propose que
les "™CpG puissent recruter spécifiquement des protéines et par cet intermédiaire participer a
la répression transcriptionnelle. Effectivement, deux grandes familles de protéines liant
spécifiquement ' ADN méthylé (MBP pour Methyl Binding Proteins) ont été décrites (Figure
7) : les protéines a domaine MBD et les protéines a domaine POZ/BTB.

La premiére protéine de la famille MBD a avoir été décrite est MeCP2 (Methyl CpG-
binding Protein) (Lewis et al., 1992). Cette protéine posseéde un domaine de liaison a I'ADN
méthylé (MBD pour methyl binding domain). Trois autres membres ont été caractérisés :
MBD1, MBD2 et MBD4 possédant tous ce domaine MBD et pouvant lier 'ADN méthyl¢.
MeCP2, MBD1 et MBD2 possedent également un domaine de répression de la transcription
(TRD). L'invalidation chez la souris de ces trois protéines engendre des phénotypes
neurologiques plus ou moins importants. Ces protéines seraient impliquées dans la répression
transcriptionnelle via 1'association avec des protéines de remodelage de la chromatine. MBD4
possede un domaine glycosylase impliqué dans la réparation de I'ADN (Klose and Bird, 2006;
Miranda and Jones, 2007).

Une autre famille de protéines a doigts de zinc liant I'ADN méthylé a été découverte

a partir de son membre fondateur Kaiso. Kaiso est capable, grace a un domaine a trois doigts
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Figure 8 : Le nucléosome.

A. Interaction entre les deux diméres d'histones H2A-H2B et deux diméres d'histones H3-H4 pour former
I'octameére d'histone.

B. Autour de I'octameére d'histone, I'ADN s'enroule en un peu moins de 2 tours pour former le nucléosome.
(Adapté de Luger et al., 1997)
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de Zinc (ou ZF pour Zinc-Finger), de lier une séquence contenant deux CpG symétriquement
méthylés (Prokhortchouk et al., 2001). Le méme domaine peut également lier une séquence
consensus KBS non méthylée. Par analogie de séquence, deux autres protéines ont été
identifiées possédant les méme motifs a trois ZF : ZBTB4 et ZBTB38 (Filion et al., 2006).
Ces deux protéines peuvent lier un CpG méthylé et ZBTB4 est également capable de lier la
séquence KBS. Ces trois protéines sont connues pour étre des répresseurs transcriptionnels.
La littérature fait mention d'une autre protéine capable de lier plutét I'ADN
hémiméthylé via un domaine SRA (SET and RING Associated) : UHRF1 (ubiquitin-like,
containing PHD and RING finger domains 1) (Bostick et al., 2007). Cette protéine serait

impliquée dans la maintenance de la méthylation en interagissant avec Dnmtl.

Les mécanismes de répression transcriptionnelle des MBP seront discutés plus tard, en

lien avec les protéines de modification de la chromatine.
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Figure 9 : Les modifications des histones.

A. Les principales modifications et les principaux acides aminés modifiés.

B. Sur les queues N et C terminales des histones, différents résidus peuvent étre modifiés. Ces modifications
peuvent étre spécifiques d'un état de la chromatine : hétéro (H3K9me, H3K27me, H4K20me) ou euchromatine
(H3K4me, H3K36me, H3K79me) ; ou d'un processus cellulaire : apoptose (H2BS14ph), compaction et
ségrégation des chromosomes mitotiques (H3S10ph). (Adapté de Kouzarides, 2007).
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1-3) Les modifications des histones

L'unité fonctionnelle de la chromatine est le nucléosome (Figure 8). Il s'agit d'un
octamére des quatre protéines histones H2A, H2B, H3 et H4 autour duquel s'enroulent
approximativement deux tours de la double hélice d'ADN, ce qui correspond a 147 paires de
bases (Luger et al., 1997). Ces protéines histones sont globulaires avec les extrémités N et C
terminales libres. Les parties globulaires des histones du nucléosome interagissent entre elles
pour former le noyau (core en anglais) autour duquel s'enroule 'ADN. Les extrémités libres
ou queues dhistones sont accessibles et peuvent étre modifiées par des enzymes de

remodelage de la chromatine.

Aux quatre histones du nucléosome s'ajoute une histone H1 impliquée dans les formes
compactes de la chromatine. De plus, il existe des variants d'histones (notamment H3.2,
H3.3, macroH2A, H2AZ, H2ABbd, H2A.X) qui divergent des histones canoniques H2A et
H3 au niveau des queues d'histones ou encore au niveau des acides aminés clefs. Ces variants
sont impliqués dans Il'activation ou la répression transcriptionnelle, l'inactivation du

chromosome X ou la réparation des dommages de I'ADN (Li et al., 2007).

1-3-1) Les modifications post-traductionnelles des histones

1y a plus de 70 sites de modifications post-traductionnelles recensées sur les histones
des nucléosomes et au moins huit classes de liaisons covalentes différentes ont été détectées
sur une dizaine d'acides aminés distincts. Ces modifications sont 'acétylation de la lysine, la
méthylation des lysines et arginines, la phosphorylation des sérines et thréonines,
l'ubiquitination et la sumoylation de la lysine, ' ADP-polyribosylation de 1'acide glutamique,
la déamination de l'arginine et l'isomérisation de la proline (Kouzarides, 2007). Les
principales modifications sont reportées sur la Figure 9. Ces modifications ont notamment pu
étre identifiées grace aux techniques de spectrométrie de masse et a l'utilisation d'anticorps
spécifiques des différentes modifications des histones. La diversit¢é des marques recensées
s'accroit rapidement et le nombre de modifications détectées devrait encore augmenter dans

les prochaines années.
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Figure 10 : Modifications des histones et transcription.

Grace a l'analyse haut débit des modifications des histones, des profils ont pu étre dessinés en rapport avec
la structure d'un géne. Les indications +/- indiquent que la modification post-traductionnelle n'est pas toujours
en relation avec l'activation ou la répression transcriptionnelle. (Adapté de Li et al., 2007)
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Figure 11 : Dialogue entre les marques des histones.

Les marques des histones s'influencent les unes les autres. (a) Ainsi, H3K4me favorise |'acétylation de H3 et
H4 alors que H3K9me la défavorise. (b) H4R3me favorise l'acétylation des lysines adjacentes alors que
l'acétylation de H4 inhibe H4R3me. (c) H3S10ph favorise l'acétylation des lysines adjacentes alors que
H3K9me les inhibe. (d) L'ubiquitination de H2B favorise la méthylation de H3K9 et H3K79. Les ronds rouges
indiquent un ordre chronologique supposé. (Adapté de Margueron et al., 2005).
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La phosphorylation de la sérine 10 de I'histone H3 (H3S10ph)' est impliquée dans la
mitose et la ségrégation des chromosomes. L'acétylation des histones H3 et H4 caractérise les
domaines d'activité transcriptionnelle de l'euchromatine (Grunstein, 1997). La méthylation
des histones est plus complexe, les lysines peuvent étre monométhylées, diméthylées ou
triméthylées et les arginines peuvent étre monométhylées ou diméthylées. Les réponses sont
fonction du résidu impliqué et de sa position sur la queue de 'histone (Li ef al., 2007). Par des
techniques haut débit de ChIP-on-chip ou ChIP-Seq (Figure 12) avec des anticorps
spécifiques de chacune de ces modifications, un patron de distribution sur le génome et au
niveau des genes a pu étre établi. Ainsi les modifications H3K4me, H3K36me et H3K79me
sont associées a l'euchromatine alors que H3K9me, H3K27me et H4K20Me sont
hétérochromatiques. Plus précisément, H3K4me3 est présente au niveau des promoteurs des
genes a flots CpG et le taux de méthylation est corrélé a I'expression du géne (FigurelO).
Cette marque est également concomitante avec l'acétylation des histones H3 et HA4.
H3K36me3 est présente au niveau de la séquence transcrite du géne et serait impliquée dans
'¢longation de la transcription. H3K9me3 et H4K20me3 marquent spécifiquement les
séquences répétées du génome (télomeres, satellites, LTR) et seraient donc impliquées dans
I'hétérochromatine constitutive. H3K27me3 est plutdt associée a [I'hétérochromatine
facultative ou la répression transcriptionnelle dans les régions euchromatiques (Kouzarides,

2007; Li et al., 2007; Mikkelsen et al., 2007; Wang et al., 2007a).

Dans les cellules souches embryonnaires (ES), des promoteurs "bivalents" portent les
marques opposées H3K4me3 et H3K27me3. Ces promoteurs bivalents "en équilibre"
pourraient permettre a des génes importants pour le développement et la différenciation, d'étre
dirigés vers un état actif ou réprimé selon le destin de la cellule fille (Azuara et al., 2006;
Bernstein et al., 2006; Mikkelsen et al., 2007). Un exemple frappant est celui du géne du
facteur de transcription Oligl, spécifique des neurones, qui est bivalent dans les cellules ES et
conserve la marque répressive H3K27me3 dans les fibroblastes alors qu'il garde la marque

active H3K4me3 dans les progéniteurs neuronaux.

! Par convention, les marques de histones sont notés de la fagon suivante : nom de I'histone suivi de la lettre de
l'acide aminé et de son numéro a partir du N-ter de la protéine suivi de la modification (ac pour acétylation, me
pour méthylation, ph pour phosphorylation) et du nombre de liaisons covalentes formées (1, 2 ou 3 ; si ce n'est
pas précisé, cela indique I'ensemble de ces trois modifications). Ainsi, par exemple la triméthylation de la lysine

27 de I'histone H3 sera notée H3K27me3.
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Figure 12 : Technique d'Immunoprécipitation de la chromatine (ChiP).

Cette technique permet d'étudier la fixation d'une protéine a ses séquences cibles de I'ADN ou d'analyser les
modifications des histones et leur répartition sur le génome. La comparaison de la fraction immunoprécipitée
et de la fraction non-immunoprécipitée (input) permet de connaitre I'enrichissement qui mesure la fixation d'un
protéine ou la présence des marques des histones sur une séquence donnée. Cette technique peut étre
utilisée en combinaison avec les analyses haut débit par puces (ChlP-on-chip) ou séquencage (ChlP-Seq).
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Il existe un dialogue entre les modifications post-traductionnelles des histones,
certaines étant mutuellement exclusives et d'autres favorisant des modifications ultérieures
(Figure 11). De cette facon, les modifications d'un méme acide aminé, par exemple
méthylation et acétylation des lysines, ne peuvent étre présentes en méme temps sur le méme
résidu. La modification peut également empécher la substitution sur un acide aminé proche,
ainsi l'acétylation de H4K 16 et la méthylation de H4K20 peuvent se réprimer 1'une l'autre. De
méme H3K9me inhibe la phosphorylation de H3S10. En revanche H3S10ph favoriserait
l'acétylation de H3K9 et H3K14. Il a également été rapporté que l'ubiquitination de I'histone
H2B était requise pour la méthylation de H3K4 (revue par (Margueron et al., 2005)).

De nombreuses études tentent d'établir le lien entre les modifications des histones et
l'architecture de la chromatine. Deux mécanismes sont décrits : l'action directe des
modifications et le recrutement de protéines effectrices. Ces deux modéles ne sont pas
mutuellement exclusifs et il est tout a fait probable qu'ils coexistent pour modeler la
chromatine de facon appropriée a un locus donné.

La possibilit¢ que les modifications post-traductionnelles des queues d'histones
agissent directement sur la structure de la chromatine a été décrite pour l'acétylation en
particulier. Les lysines possedent une chaine latérale ionisable basique chargée positivement a
pH physiologique. Cette charge pourrait jouer un role important pour les interactions entre
histone et ADN (chargé négativement en raison des nombreux groupements phosphate) ou
encore entre les histones des nucléosomes adjacents. L'ajout covalent du groupement acétyle
(COCH3) annule la charge de l'acide aminé et pourrait ainsi réduire la force de la liaison avec
I'ADN et les nucléosomes adjacents, ce qui permettrait d'ouvrir la chromatine. Cette
hypothese a récemment été appuyée par la démonstration que l'acétylation de la lysine 16 de
I'histone H4 (H4K 19ac) inhibe la formation des structures compactes de la chromatine comme
la fibre de 30nm (Shogren-Knaak et al., 2006).

Le second mécanisme suppose que les modifications post-traductionnelles de la
chromatine servent de plateformes sur lesquelles sont recrutées des protéines effectrices
impliquées dans le remodelage de la chromatine et l'activation ou la répression
transcriptionnelle. Les modifications post-traductionnelles formeraient ainsi un "code des
histones' apposées par des "écrivains" (writers), gommées par des "effaceurs" (erasers) et
lues par des "lecteurs" (readers). En fonction du contexte cellulaire, des modifications sont
apposées, ces modifications sont ensuite verrouillées et lues pour ouvrir ou fermer certains

loci a la transcription (Jenuwein and Allis, 2001).
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Domaines Modifications cibles
Bromodomaine Kac
Bromodomain
p Chromodomaine H3K9me2/3, H3K27me2/3
2 Double chromodomaine H3K4me1/2/3
Double Tudor H3K4me3
) Tandem Tudor H3K20me1/2
Superfamille Royale Répétitions MBT Kme1/2
PHD finger H3K4me2/3
H3K4meO0
Répétition WD40 H3R2me0
14-3-3 H3S10P

Tableau 1 : Les domaines de liaison aux histones.

Les protéines a bromodomaine sont capables de lier les histones acétylées. Les sites de méthylation des
histones sont reconnus par les protéines a chromodomaine, a domaine Tudor, a répétitions MBT ou WD40 ou
a PHD finger. La phosphorylation est quand a elle reconnue par les protéines a domaines 14-3-3.

(Adapté de Taverna et al., 2007)
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1-3-2) L'écriture et I'effacement des marques des histones

De nombreuses protéines ont été décrites pour leur capacité a catalyser les réactions de
modifications post-traductionnelles des histones. Ces enzymes ont été étudiées dans des
systemes modeles trés variés comme les levures S. pombe et S. cerevisiae, la Drosophile, la
souris ou encore I'humain et sont pour la plupart conservées entre ces especes. Elles peuvent
porter des noms différents en fonction du modéle d'étude et j'utiliserai par la suite la nouvelle

nomenclature proposée en 2007 (Allis et al., 2007).

Pour apposer ces marques aux histones, il a été recensé plus d'une vingtaine d'histones
acétyltransférases (KAT pour lysineAcetylTransferase), prés de trente lysine-
méthyltransférases (KMT), cinq arginine-méthyltransférases (CARM et PRMT) et des
Serine/thréonine phosphatases ainsi que des ubiquitilases. Les marques sont effacées par des
histones désacétylases (HDAC), des lysines déméthylases (KDM) (Kouzarides, 2007). Les
KAT, KMT, HDAC et KDM ciblent les histones de maniére trés spécifique, ainsi H3K4 et
H3K36 ne sont pas méthylées par les mémes enzymes. Cela permet certainement une plus

grande finesse dans la réponse aux signaux cellulaires.

1-3-3) La lecture des marques des histones

Dans la suite de la théorie du code des histones, de nombreuses protéines ont été
décrites comme liant spécifiquement a une modification post-traductionnelle précise d'une
histone. Par homologie de séquence, certains domaines protéiques ont ainsi pu étre mis en
évidence (Tableau 1).

Ainsi, l'acétylation des histones ne semble pas jouer uniquement un rdle de par la
modification de charge associée mais peut également servir de plate-forme pour les protéines
a bromodomaine. La méthylation des lysines est également spécifiquement reconnue par deux
familles de domaine a "cage aromatique" : la superfamille Royal et la famille PHD-finger. Le
motif de répétition WD40 est quand a lui spécifique des arginines non méthylées. Enfin la

marque des phosphosérines recrute les protéines 14-3-3 (Taverna et al., 2007).
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Figure 13 : Les complexes Polycomb et Trithorax.

A. Composition de deux complexes de protéines du groupe Polycomb (PcG en rouge) : PRC1 et PRC2 (PcG
Repressive complex). KMT6 méthyle H3K27, cette modification permet le recrutement des protéines HPC1-3.
Composition de deux complexes de protéines du groupe Trithorax (TrxG en vert) : MLL1-3 et SWI/SNF.

B. Modeéle de contréle transcriptionnel par les protéines PcG et TrxG. En I'absence de transcription a travers
les PRE (PcG response element en jaune), les complexes PRC2 puis PRC1 sont recrutés et répriment
I'expression du géne (croix rouge). Un stimulus activateur entraine la transcription a travers les PRE, libére les
complexes PRC et recrute les complexes TrxG qui vont permettre I'activation du gene (fleche verte).

(Adapté de Breiling et al., 2007).
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1-3-4) Polycomb et Trithorax

Les protéines Polycomb et Trithorax ont été a 1'origine décrites comme des régulateurs
de l'expression des génes homéotiques Hox chez la Drosophile. Finalement il a été montré
que ces protéines, organisées en complexes, sont en fait impliquées dans [I'héritage
épigénétique du patron d'expression des genes Hox au cours du développement. Ces
complexes sont plus largement capables de controler la répression ou l'activation de genes et
de garder la mémoire de cette régulation au cours des divisions cellulaires (Schuettengruber
et al., 2007). Ainsi, les protéines du groupe Polycomb (PcG pour Polycomb Group) sont
impliquées dans la répression transcriptionnelle et les protéines du groupe Trithorax (TrxG)
dans l'activation des genes.

Plusieurs complexes de protéines PcG ont été identifiés grace a des expériences de
co-immunoprécipitation. Le complexe PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1) comprend
les protéines BMI1, HPC1-3, RING1, HPH1-3” et est associé a des facteurs de transcription
ou des HDAC chez la Drosophile. Les protéines HPC possédent un chromodomaine
permettant le recrutement du complexe au niveau des H3K27me3. Les protéines principales
du complexe PRC2 sont EED, KMT6 (EZH2), SUZ12. KMT6 permet la méthylation de
H3K27 (Figure 13A). Plusieurs complexes TrxG ont été rapportés. Les deux principaux sont
BRM (SWI/SNF) constitu¢ de BRM, BAF47, BAF170 et BAF250 et MLL1-3 composé de
KTM2A-C (MLL1-3), WDRS5, ASH2L, RbBP5 et CFP1. Les KTM2 peuvent méthyler H3K4.

Chez la Drosophile, les protéines PcG et TrxG poss€dent une séquence cible au niveau
de 'ADN : les PRE (Polycomb Response Elements). Ces séquences n'ont pas pour I'heure été
identifiées chez les mammiféres. Aucune protéine du groupe Polycomb n'a été caractérisée
comme capable de se fixer a 'ADN. Le recrutement aux PRE se ferait via l'intermédiaire de

protéines accessoires comme Zeste ou Pho (Ringrose and Paro, 2004; Breiling et al., 2007).

La figure 13B décrit un modele simplifié d'action de répression ou d'activation des
geénes par les complexes Polycomb et Trithorax impliquant l'interaction directe avec la
machinerie transcriptionnelle, 'apposition de marques spécifiques sur les histones et des ARN

non codants. Les protéines sont recrutées au locus grice aux protéines accessoires. En

? I'ai choisi de nommer par défaut les protéines avec leur dénomination décrite chez les mammiféres. Ainsi, chez

la Drosophile, PRC1 comprend entre autres les protéines PC, PH, PSC, RING.
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I'absence de transcription au niveau des PRE, le complexe PRC2 est recruté et peut recruter a
son tour PRCI1 via entre autres la méthylation de H3K27. Cela conduit a la formation de
boucles et a la répression du gene cible. L'ARN polymérase II est localisée au niveau du
promoteur mais I'élongation de la transcription est bloquée. En réponse a des signaux
cellulaires, la transcription pourrait étre possible au niveau des PRE, ce qui pourrait conduire
a la libération des complexes PRC. Les ARN non codants produits recrutent alors un
complexe Trx (Ash) qui peut recruter d'autres complexes Trx au niveau du géne cible et
stabiliser ainsi 'activation transcriptionnelle du locus (via H3K4me ou acétylation) (Ringrose

and Paro, 2004; Breiling et al., 2007; Schuettengruber et al., 2007).

1-3-5) Les autres modifications de la chromatine

La structure de la chromatine fait également intervenir des ATPases de remodelage
de la chromatine. Ces enzymes, hautement conservées depuis la levure jusqu'a I'humain,
utilisent I'énergie de l'hydrolyse de I'ATP pour rompre le contact histone/ADN afin de
déplacer les nucléosomes, retirer les histones sur le brin d'ADN ou permettre 1'échange des
variants d'histones. Quatre familles d'ATPases de remodelage de la chromatine sont
identifiées : SWI/SNF, ISWI, NuRD/Mi2/CHD et ISO80 (Wang et al., 2007b). Les domaines
ATPases sont similaires mais ces enzymes ont des domaines d'interaction avec la chromatine

différents et forment des complexes multiprotéiques qui assurent leur spécificité d'action.
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1-4) Marques épigénétiques et hétérochromatine

Depuis la découverte de la méthylation de 'ADN et du "code des histones", une
question importante est la hiérarchie de ces marques. C'est un peu l'histoire de I'ccuf et de la
poule. De nombreux rapports montrent que les MBP sont capables de recruter des protéines
de modification des histones. D'un autre c6té, il semble que les enzymes de remodelage de la
chromatine puissent recruter les ADN méthyltransférases.

Dans un premier paragraphe, quelques exemples de dialogues seront briévement
exposés. Puis, 1'exemple de I'inactivation du chromosome X, un phénomene faisant intervenir
trois acteurs principaux de 1'épigénétique (un ARN non codant, les histones et la méthylation

de I'ADN), sera détaillé.

1-4-1) Dialogue entre les marques épigénétiques

De nombreuses études ont tenté¢ de faire le lien entre les deux grandes marques
épigénétiques. Des évidences d'un dialogue entre les marques de méthylation de 'ADN et de
modifications des histones existent mais I'ordre hiérarchique de I'écriture et 1'effacement de

ces marques est encore discuté (Vaissiere ef al., 2008).

Ainsi certaines études placent la méthylation de I'ADN comme premier événement de
la répression transcriptionnelle au cours de la différenciation, du processus cancéreux ou
comme mémoire épigénétique pendant la réplication. Les protéines de liaison a 1'ADN
méthylé en particulier joueraient un réle important dans le recrutement des protéines de
modification des histones. Il a notamment été montré que la protéine MeCP2 interagit avec
des HDAC et qu'elle pourrait également intervenir dans la méthylation des histones pour
réprimer la transcription (Nan et al., 1998; Fuks et al., 2003b). Par ailleurs, Dnmtl, qui assure
la méthylation de maintenance de 'ADN au cours de la réplication, est associée a des HDAC
au niveau des fourches de réplication, permettant ainsi la transmission de marques répressives

des histones aux cellules filles avec la méthylation de I' ADN (Rountree et al., 2000).

D'autres travaux placent les modifications des histones en amont de la méthylation de
I'ADN. Il a ainsi ét¢ montré que, dans des cellules ES délétées pour KMT1 (lysine
méthyltransférase des histones), 1'hypométhylation de H3K9 ainsi induite était associée a

I'hypométhylation des séquences satellites du génome. Le dialogue pourrait ici s'expliquer par
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Figure 14 : Chronologie des événements au cours de I'inactivation du chromosome X.

L'inactivation du chromosome X fait intervenir de nombreuses marques épigénétiques selon un programme
précis au cours de la différenciation des cellules ES. Dans le noyau, I'ARN Xist est tout d'abord transcrit a partir
des deux alléles puis s'accumule sur I'un des chromosome et s'éteint sur 'autre. |l forme enfin un domaine sur
le chromosome X inactif. Paralleélement, les marques actives des histones (vert) disparaissent et les marques
inactives (rouge) sont enrichies sur le chromosome X inactif. L'inactivation est tout d'abord réversible et

dépendante de Xist puis devient irréversible.
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l'association de Dnmt3b en complexe avec KMT1 et HP1 (Fuks et al., 2003a; Lehnertz et al.,
2003). Par ailleurs, I'utilisation d'inhibiteurs des HDAC sur des cellules en culture induit une
hyperacétylation associée a une hypométhylation globale du génome et & une déméthylation

spécifique de séquences particuliéres dans les promoteurs de certains geénes (Ou et al., 2007).

Ces exemples illustrent bien le dialogue entre les marques. Il est probable que ces
interactions ne soient pas unilatérales mais s'entretiennent plutdt les unes les autres, dans une
boucle de rétrocontrdle, afin d'aboutir a une structure fermée et répressive de la chromatine

(Fuks, 2005).

1-4-2) L'inactivation du chromosome X, un exemple de chronologie

aboutissant a la répression transcriptionnelle.

Chez les mammiferes, la détermination du sexe se fait par les chromosomes sexuels, la
femelle étant XX et le male XY. La compensation de dosage du double X chez la femelle
contre un chez le méale se fait par I'inactivation des geénes sur un des chromosomes de la paire

de X. Ce processus a été postulé en 1961 par Mary Lyon.

Chez la souris, I'inactivation du X est aléatoire dans les cellules somatiques et soumise
a 'Empreinte dans les annexes extra embryonnaires, le X paternel étant préférentiellement
inactivé. Pour étudier les processus nécessaires a l'extinction des génes du chromosome X, les
cellules souches embryonnaires (ES) sont isolées a partir d'un blastocyste et la différenciation
peut étre induite en culture notamment a 1'aide d'acide rétinoique (Heard et al., 1997). A partir

de ce modgele in vitro, un programme d'événements a pu €tre mis en évidence (Figure 14).

Dans la cellule, un comptage du nombre de chromosomes a tout d'abord lieu de sorte a
laisser un seul X actif par lot d'autosomes (Heard and Disteche, 2006). Ensuite, un des
chromosomes est inactivé de manicre aléatoire et forme une structure hétérochromatinienne
compacte, appelée corpuscule de Barr. Un des premiers événements est I'expression d'un
ARN non codant nucléaire de grande taille (15 kb) : Xist (X-inactive specific transcript). Cet
ARN est exprimé a partir des deux alléles du chromosome puis s'accumule sur I'un des deux

chromosomes X tandis qu'il s'éteint sur le second. Xist va recouvrir le chromosome a partir
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duquel il est produit. Cet ARN est indispensable a I'initiation du processus d'inactivation qui
est réversible a ce stade (Wutz and Jaenisch, 2000). Un autre événement précoce est
l'exclusion de la machinerie de transcription du territoire chromosomique du futur X inactif
(Chaumeil et al., 2006). Xist recruterait les complexes Polycomb PRC1 et PRC2 et ceux-ci
permettraient la triméthylation de H3K27 et l'ubiquitination de H2A. Ces complexes
pourraient jouer un réle dans la mémoire cellulaire de 1I'X inactivé, indépendante de Xist
(Kohlmaier et al., 2004; Schoeftner et al., 2006). D'autres marques d'hétérochromatine sont
enrichies sur le chromosome X au cours de l'inactivation, comme H4K20me et H3K9me
tandis que les histones sont déacétylés et la marque active H3K4me est effacée (Rougeulle et
al., 2004; Chaumeil et al., 2006). Ces étapes ont lieu pendant une fenétre de temps ou
l'inactivation est réversible et dépendante de Xisz. Ensuite, l'inactivation est irréversible et
indépendante de Xist et est transmise au cours des divisions cellulaires. Le chromosome X est
enrichi en variant d'histone MacroH2A. La méthylation de I'ADN des promoteurs du
chromosome X inactif est un événement tardif et pourrait intervenir pour verrouiller 1'état
inactif des génes, notamment via le recrutement de MBP (Heard ef al., 1997; Wutz and

Jaenisch, 2000; Wutz and Gribnau, 2007).
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Les ARN non codants représentent une classe d'’ARN variée de par leur taille et leur fonction dans la cellule.
Les macros ARN régulateurs ont été impliqués dans l'inactivation du chromosome X et la régulation de
I'Empreinte Parentale. Une classe de petits ARN incluant les small nuclear RNA (snRNA), les small nucléolar
RNA (snoRNA) sont nécessaires a la maturation des ARN. L'interférence ARN utilise de petits ARN
interférents (siRNA) pour réguler de fagon post transcriptionnelle I'expression de génes cibles. Les micro ARN
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protéines Piwi (piRNA) seraient responsables du contréle des élements transposables au cours de la

gamétogeneése.
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2) Les ARN non codants
2-1) Introduction

Une définition d'un ARN non codant (ARNnc) pourrait étre : un ARN dont la fonction
biologique n'est pas de servir de messager pour la synthése de protéine (Costa, 2007). Parmi
les ARN non codants (Figure 15), les ARN impliqués dans la traduction sont connus depuis
longtemps : ARNr et ARNt (r pour ribosomique et t pour transfert). D'autres ARNnc sont
produits a partir des séquences parasites du génome tels les séquences SINE et Alu. Il existe
de grands ARN régulateurs comme 1'ARN Xist et les ARN soumis a I'Empreinte, que nous
verrons dans la partie 3 de ce chapitre. D'autres ARN sont impliqués dans la maturation des
ARN : les petits ARN nucléaires (SnRNA pour small nuclear RNA) impliqués dans 1'épissage
des messagers et les petits ARN nucléolaires (snoRNA pour small nucleolar RNA), localisés
dans le nucléole comme leur nom l'indique et qui permettent la maturation des ARNr. H/9 a
¢été le premier ARNnc décrit (autre que ARNr, ARNt et snoRNA) (Brannan et al., 1990).

Il existe une autre catégorie d'ARN non codants découverte a partir de la fin des
années 90: les petits ARN (Chu and Rana, 2007). Les premiers ont été les petits ARN
interférants (ou siRNA pour small-interfering RNA), impliqués dans la dégradation des
messagers par interférence ARN (Fire et al., 1998). Ensuite les micros ARN (miRNA pour
micro RNA) ont été décrits pour étre impliqués dans la régulation traductionnelle. Enfin,
récemment, les ARN interagissant avec les protéines Piwi (piRNA pour piwi-interacting
RNA) impliqués dans la dégradation de I'ARN rétroviral ont été caractérisés. Les voies de
régulation de ces petits ARN, qui seront détaillées dans les prochains paragraphes, ont en

commun certaines protéines comme Dicer ou les protéines Argonautes.

La découverte des petits ARN est relativement récente, aussi les fonctions qu'ils
assurent dans la physiologie de la cellule ne sont pas encore clairement définies. Les ARNnc
semblent jouer des roles variés dans diverses fonctions cellulaires comme la différenciation
neuronale ou musculaire, I'apoptose et la survie cellulaire, la réponse au stress, l'activité

transcriptionnelle, etc ... (Costa, 2007).
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Figure 16 : Modeéle de mécanisme pour les siRNA.

Des ARN en duplex double-brins ou en structure tige-boucles sont clivés par Dicer et intégrés au complexe
RISC. Une reconnaissance parfaite de I'ARNm cible entraine son clivage puis sa dégradation.
(Adapté de Chu and Rana, 2007).
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2-2) Empreinte Parentale et ARN non codants.

Le mécanisme d'Empreinte Parentale, qui sera décrit au prochain chapitre, fait
intervenir de grands ARN régulateurs, comme Lit/ (Long intronic transcript 1) ou Air
(Antisense of Igf2R), qui permettent la répression transcriptionnelle en cis des genes de leur

domaines soumis a I'Empreinte (Cf p37).

Des centaines de petits ARNnc ont également été décrits dans les loci soumis a
I'Empreinte. La plupart est localisée dans les loci DIk1 et Snrpn et leur expression est soumise
a 'Empreinte (Royo et al., 2006; Royo and Cavaille, 2008).

De nombreux snoRNA ont été décrits au locus Snrpn mais leurs cibles n'ont pas
encore été découvertes (Cavaille et al., 2000). Ils sont exprimés uniquement a partir de 1'allele
paternel. Certains de ces ARN pourraient étre impliqués dans le syndrome de Prader-Willi
(Nicholls and Knepper, 2001). Un cluster de piRNA a également été caractérisé dans ce locus.

Au niveau du locus DIkl/Gtl2, de nombreux ARNnc sont produits : G#/2, qui est
polyadénylé et épiss¢, deux ARNnc antisens, deux domaines de snoRNA et deux domaines de
miRNA. Ils sont tous exprimés de fagon monoallélique maternelle (Cavaille et al., 2002; Seitz
et al., 2004). La dérégulation de I'expression des geénes de cette région est associ¢e a la

mutation Callipyge chez le mouton (Charlier et al., 2001; Freking et al., 2002).

2-3) siRNA et interférence ARN

Les small-interfering RNA ou siRNA sont des petits ARN de 21 a 23 nucléotides
impliqués dans l'interférence ARN. Ce mécanisme entraine la dégradation des ARNm dans le

cytoplasme (Figure 16).

Un ARN de longue taille est transcrit dans le noyau et forme des structures en épingle
a cheveux (ou tige-boucle) ou des duplex double brins. Ces séquences sont reconnues et
clivées par la protéine Dicer dans le cytoplasme de la cellule (Bernstein et al., 2001). Les
siRNA ainsi produits sont pris en charge par la protéine Argonaute® au niveau du complexe

RISC (RNA-induced silencing complex). Seul un des deux brins dit "brin guide" du siRNA

3 11 existe 8 protéines Argonautes chez I'Homme (AGO1 a 4 et PIWIL1 4 4). Au niveau des complexes RISC et
miRISC chez les mammiferes, les petits ARN peuvent s'associer a AGO1 a 4 mais seule la protéine Ago2 a une

activité de clivage des ARN (Sasaki et al., 2003; Meister et al., 2004).
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Les génes des miRNA sont transcrits par la Pol Il. Les pri-miRNA produits sont clivés par Drosha et exportés
dans le cytoplasme. Les pre-miRNA sont alors clivés par Dicer et les miRNA sont intégrés au complexe
miRISC. lls peuvent alors exercer leurs fonctions : la répression traductionnelle mais aussi la dégradation des
mMRNA cibles et/ou le stockage dans les p-bodies.

(Adapté de Chu and Rana, 2007).
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est conservé et peut s’hybrider avec un ARNm. L'appariement parfait avec le messager cible
entraine son clivage puis sa dégradation par les exonucléases cellulaires (Meister and Tuschl,
2004; Rana, 2007). Ainsi, l'expression de I'ARNm cible est régulée de fagon post-

transcriptionnelle par le siRNA.

2-4) miRNA et répression traductionnelle

Les micros ARN ou miRNA sont des petits ARN d'environ 22 nucléotides (19 a 25 nt)
impliqués dans la régulation de I'expression des geénes en inhibant la traduction (Figure 17).

Les miRNA peuvent étre produits a partir de génes codants ou non codants et a partir
d'exons ou d'introns. Les pri-miRNA sont transcrits a partir de la polymérase II et sont coiffés
et polyadénylés (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004). Dans le noyau de la cellule, ces transcrits
sont clivés par la protéine Drosha (Lee ef al., 2003). Cette étape permet I'obtention d'une
structure en épingle a cheveux d'environ 70 nucléotides qui est exportée dans le cytoplasme.
Ce pre-miRNA est reconnu et clivé par Dicer (Meister and Tuschl, 2004; Rana, 2007). Le
miRNA peut alors étre reconnu par le complexe RISC alors appelé miRISC (miRNA-induced
silencing complex). De méme que pour les siRNA, seul un brin est gardé par le complexe
miRISC, le second brin ou "brin*" (brin star) est ¢liminé (Khvorova et al., 2003). Le miRNA
est pris en charge par la protéine Argonaute et 'ARNm cible est reconnu mais avec un
appariement imparfait. Une séquence de 2 a 8 nucléotides en 5' du miRNA guide, appelée
séquence "seed", reconnait spécifiquement I'ARN cible, permettant ainsi & un miRNA de

reconnaitre plusieurs cibles en général au niveau du 3'UTR.

La fixation du complexe miRISC au niveau de I'ARNm entraine la répression de la
traduction, la dégradation de 'ARNm ou sa séquestration dans des compartiments de stockage
et dégradation appelés P-bodies (Meister and Tuschl, 2004; Chu and Rana, 2007; Rana,
2007).

Chez la Drosophile, les voies de dégradation post-transcriptionnelle des siRNA et
d'inhibition traductionnelle des miRNA semblent bien distinctes, avec des protéines Dicer et
Argonaute différentes. Chez les mammiféres, la situation semble plus complexe mais les
protéines Dicer et Argonaute des complexes RISC et miRISC sont les mémes (Kawaji and
Hayashizaki, 2008). Dans certaines conditions, les siRNA pourraient fonctionner comme des

miRNA (Doench et al., 2003).

26



. TS Transcrit cible
8 g rr. de transposon

mllllll-ll e
® ; s
13
Clivage

piRNA antisens s* o
Boucle d'amplification Foos

" PIRNA " 3-H s piRNA sens
mécanisme ping-pong

_ /
A & : Ti

CIivage

rancrit d'un cluster
s de piRNA

Figure 18 : Modeéle de mécanisme pour les piRNA.

Les piRNA sont pris en charge par les protéines Piwi (Piwi ou Aubergine). La reconnaissance de I'ARN de
transposon entraine son clivage. Une partie de cet ARN est conservée et prise en charge par la protéine Ago3
tandis que le reste est dégradé. Ago3 reconnait, via son piRNA, I'ARN produit a partir d'un cluster piRNA, ce
qui entraine son clivage. Ce nouveau piRNA est pris en charge par Piwi et Aub et peut alors s'hybrider avec
I'ARN de transposon. Ceci produit une boucle d'amplification. Ce mécanisme est appelé "ping-pong".
(Adapté de Chu and Rana, 2007).
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2-5) piRNAs et protéines Piwi

La protéine Piwi est une protéine de la famille Argonaute dont I'expression est
restreinte a la lignée germinale chez la drosophile. Deux autres protéines Argonaute
présentent cette caractéristique : Aubergine (Aub) et Ago3. Chez les mammiferes, cette
particularité est retrouvée pour les protéines homologues MIWI, MILI et MIWI2. Comme
toutes les protéines Argonaute, les protéines Piwi s'associent a des petits ARN nommés
piRNA (piwi-interacting RNAs) (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2000).

Un mécanisme "ping-pong" a été proposé pour réprimer l'expression des transposons
de facon post-transcriptionnelle au cours de la spermatogenése (Figure 18) : Piwi ou Aub
s'associent a un piRNA et reconnaissent un ARN de transposon. Cet ARN est clivé en deux
endroits et le produit de clivage est pris en charge par Ago3. Ce complexe s'hybride avec le
transcrit source de piRNA qui est a son tour clivé pour engendrer le piRNA reconnu par Piwi
et Aub, ce qui produit une boucle d'amplification pour dégrader les transcrits des transposons.
Un article récent montre que les piRNA ont également un rdle dans la méthylation des

séquences géniques des transposons (Kuramochi-Miyagawa ef al., 2008).
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Figure 19 : Expériences de transfert nucléaire.

A partir d'un oeuf qui vient d'étre fécondé et énucléé, trois types d'embryons peuvent étre reconstitués : des
embryons normaux (pronucléus femelle rose et pronucléus male bleu), des gynogénotes (deux pronucléi
femelles) et des androgénotes (deux pronucléi males). Les embryons gynogénotes et androgénotes ne sont
pas viables et présentent des phénotypes différents : les gynogénotes ont des annexes extraembryonnaires
atrophiées (trophoblaste) alors que les androgénotes présentent une retard de développement de I'embryon.
Ces expériences ont montré la non équivalence des génomes parentaux, laissant supposer que chaque
génome portent une Empreinte sexe spécifique.

(Adapté de Miyoshi et al., 2006).
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3) L’Empreinte Génomique Parentale
3-1) Historique et définition

La notion d’Empreinte Génomique Parentale est apparue au début des années 1980
suite a des expériences d’embryologie. Apres la fécondation, les pronoyaux des embryons
sont retirés et échangés. Des embryons gynogénotes (deux pronoyaux femelles) et
androgénotes (deux pronoyaux males) sont ainsi reconstitués (Figure 19). Les embryons ayant
recu un pronoyau femelle et un male se développent jusqu’a terme alors que les embryons
gynogénotes et androgénotes dégénérent au milieu de la gestation (McGrath and Solter, 1984;
Surani et al., 1984). De plus, les embryons n’ont pas le méme phénotype selon la
combinaison regue : les gynogénotes peuvent se développer jusqu’au stade 25 somites mais
les annexes extra embryonnaires sont atrophiées, les androgénotes ont un développement
retardé et survivent jusqu’au stade 9 somites seulement (Barton et al., 1984). Ces différences
suggerent que les génomes maternel et paternel ne sont pas équivalents ; ils portent donc une
"empreinte" spécifique du sexe. Ainsi, chez les mammiféres, la présence du génome maternel

et paternel est indispensable au développement d'un nouvel individu viable.

Par ailleurs, Cattanach a initié des travaux sur des lignées murines portant des
translocations réciproques qui permettent ainsi de transmettre une région chromosomique en
deux copies maternelles ou deux copies paternelles. Un certain nombre de ces régions
induisent des phénotypes caractéristiques d'un disomie uniparentale (maternelle ou paternelle)
(Cattanach and Kirk, 1985). Ainsi, une carte du génome de la souris a pu étre établie
indiquant pour chaque chromosome les régions a effet maternel ou a effet paternel (Figure 20)

(Cattanach et al., 2006).

En 1991, trois premiers génes ont été¢ décrits comme soumis a I'Empreinte : Igf2, Igf2R
et H19 (DeChiara et al., 1991; Barlow et al., 1991; Bartolomei et al., 1991). Dans le cas du
gene Igf2, la transmission du phénotype dans la lignée invalidée était surprenante. Les souris
Igﬁ’/ “présentent une réduction de taille et de poids de 40% par rapport aux animaux sauvages
(DeChiara et al., 1990). Les animaux Igf2”" * qui héritent de la délétion de leur pére

(hétérozygotes paternels) ont le méme phénotype de défaut de croissance que les

* Dans le cas des génes soumis a I'Empreinte, le génotype des mutants est indiqué ainsi

géneéle matemel/alléle patemnel - A3 Jos animaux Igf2"" portent la délétion sur I'alléle paternel.
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Figure 20 : Carte des génes soumis a I'Empreinte Parentale chez la souris.

Cette carte représente les chromosomes murins (orange) présentant des régions influengant le phénotype en
fonction de la transmission maternelle ou paternelle (en jaune). Les génes soumis a I'Empreinte appartiennent
presque tous a ces régions et sont pour la plupart regroupés en clusters. lls sont d'expression monoallélique
maternelle (rouge) ou paternelle (bleu). Les génes codant des petits ARN non codants sont notés par des

étoiles.
Source : http://www.har.mrc.ac.uk/research/genomic_imprinting/maps.htmi
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Figure 21 : Transmission de la mutation et du phénotype des souris KO Igf2.

Le phénotype des animaux Igf2-/- est une taille réduite (petit rond ou petit carré) comparé aux sauvages
(grand rond ou grand carré). La transmission a I'état hétérozygote de l'invalidation (en noir) se fait selon un
arbre d'hérédité non mendélienne : la transmission par la mére (hétérozygotes maternels) entraine un
phénotype sauvage alors que la transmission par le pére (hétérozygotes paternels) entraine un phénotype de
défaut de croissance. L'explication vient du fait que le géne Igf2 est d'expression monoallélique paternelle.

(DeChiara et al., 1991).
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homozygotes [ng'/ ". En revanche les souris hétérozygotes maternelles [gf?'/ " ne présentent pas
de défaut de croissance et sont tout a fait semblables aux souris sauvages (Figure 21). Une
analyse de l'expression du géne a montré qu'lgf2 s'exprime uniquement a partir de 1'allele
paternel. Ainsi, une transmission paternelle de la délétion entraine une répression totale du
gene alors qu'une transmission maternelle ne modifie pas 1'expression du gene /gf2 (DeChiara

etal., 1991).

Ainsi, I'Empreinte Parentale se définit comme un mécanisme épigénétique qui
conduit a l'expression monoallélique d'un géne en fonction de I'origine parentale de
I'allele. Bien que les deux all¢les soient identiques en terme de séquence, ils sont différents en
terme d'expression : 1'un est exprimé et 'autre réprimé en fonction de leur héritage maternel
ou paternel. La notion d'Empreinte maternelle ou d'Empreinte paternelle est parfois utilisée. Il
est alors considéré que l'allele portant I'Empreinte est réprimé. Cependant, comme nous le
verrons par la suite, la discussion sur l'origine parentale de I'Empreinte n'est pas close. En
effet, pour certains loci, comme celui du gene HI9, il apparait difficile de savoir si
I'Empreinte est apposé par le pére sous forme de méthylation ou par la mere sous forme de
protection contre la méthylation, ou par les deux mécanismes. Aussi, il me semble préférable
de parler de géne d'expression maternelle et de géne d'expression paternelle (ou géne maternel

et geéne paternel).

A T'heure actuelle, prés d'une centaine de génes ont ét¢ identifiés comme étant soumis
a I'Empreinte Parentale (http://www.har.mrc.ac.uk/research/genomic imprinting/maps.html).
Aucun biais n'est observé concernant 1'origine de 1'allele exprimé puisqu'il y presque autant de
genes a expression maternelle que paternelle (Figure 20). Des approches in silico basées sur
les comparaisons de séquences des génes connus ont par ailleurs permis de prédire un total de
600 génes soumis a I'Empreinte chez la souris (Luedi et al., 2005). Ce nombre représente
2,5% des genes annotés, ce qui indique que les geénes soumis a 1'Empreinte forment une

famille restreinte dans le génome.
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3-2) Caractéristiques

Les génes soumis a I'Empreinte ne présentent pas de spécificité particuliere commune
en terme de séquence. En revanche, ils partagent un certain nombre de caractéristiques au

niveau de leur localisation chromosomique et au niveau épigénétique.

Tout d'abord, les génes soumis a I'Empreinte sont regroupés dans de larges domaines
au niveau du génome (ou clusters) (Figure 20). Il est rare qu'un geéne soumis a I'Empreinte
soit isolé. Le plus souvent les genes appartiennent a un locus dans lequel certains sont
d'expression maternelle et d'autres d'expression paternelle. Les clusters de génes soumis a
I'Empreinte contiennent en général au moins un ARNne, exprimé a partir de l'alléle opposé de
celui des génes codant des protéines (Cattanach and Kirk, 1985; Thorvaldsen and Bartolomei,

2007).

De plus, ces geénes présentent des séquences différentiellement méthylées en fonction
de l'allele paternel ou maternel, appelées DMR (Differentially Methylated Regions)
(Bartolomei et al., 1993). Elles sont de deux types : les DMR gamétiques sont méthylées au
cours de la gamétogenese et les DMR somatiques sont méthylées au cours de I'embryogenése
et de la vie post-natale. Par exemple, en ce qui concerne le locus H79/Igf2, la DMR H19 est
gamétique et les DMR du géne Igf2 sont somatiques chez la souris. Il existe d'ailleurs une
hiérarchie, la DMR H19 étant nécessaire a la mise en place de la méthylation différentielle

des DMR du gene Igf2 (Lopes et al., 2003).

En plus des DMR, les marques des histones semblent étre différentielles sur les
alleles des geénes soumis a I'Empreinte. Ainsi, ces modifications différentielles ont été
observées au locus H19/Igf2, comme nous le verrons par la suite (Han et al., 2008). Par
ailleurs, les expériences de ChIP-Seq ont permis de les mettre en évidence. Les génes soumis
a 'Empreinte semblaient porter des marques bivalentes H3K4me3/H3K9me3 dans les cellules
ES. En fait, I'analyse de cellules ES, produites a partir d'embryons issus de croisement
domesticus/castaneus, a montré que le gene Peg3, d'expression paternelle, porte
spécifiquement la marque active H3K4me3 sur l'allele paternel castaneus et la marque
répressive H3K9me3 sur l'alléle domesticus. Par ailleurs la marque H3K36me3, associée a la
transcription, est présente uniquement sur l'alléle exprimé des microARN du locus DI/k! et des

genes Snrpn, Grb10 et Peg3 notamment (Mikkelsen et al., 2007).
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Figure 22 : Le cycle de I'Empreinte parentale.

L'Empreinte est apposée au cours de la gamétogenese, alors que les deux génomes parentaux sont séparés,
grace a l'action combinée de Dnmt3a et Dnmt3L. Aprés la fécondation, 'Empreinte est maintenue par Dnmt1
alors que le reste des génomes parentaux est complétement déméthylé. L'Empreinte est lue dans les cellules
somatiques de I'embryon et de l'individu en particulier via la méthylation de 'ADN. Dans le placenta, la lecture
serait plutdt assurée par les modifications de la chromatine. L'Empreinte est effacée dans les cellules

germinales primordiales afin de réapposer une nouvelle Empreinte spécifique du sexe de l'individu pour la
transmettre a sa descendance.
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Enfin, les loci soumis a I'Empreinte comportent un centre d'Empreinte (ICR pour
Imprinting Control Region®). Ces séquences, qui peuvent s'étendre sur plusieurs kilobases et
sont riches en CpG, régulent l'expression monoallélique de I'ensemble des génes du locus.
Lorsqu'elles sont délétées, les geénes sont exprimés de fagon biallélique ou totalement
réprimés. Tous les centres d'Empreintes connus sont des DMR gamétiques (Wan and

Bartolomei, 2008).

3-3) Le cycle de I'Empreinte parentale

L'Empreinte Parentale présente dans un individu et recue par les parents doit Etre
réinitialisée a chaque génération afin que les gamétes transmettent une Empreinte
caractéristique du sexe d'un individu. Cette "remise a zéro" se fait au moment ou les génomes
femelles et males sont séparés, c'est-a-dire au cours de la gamétogenése (Figure 22). La
premicre marque associée a la régulation de I'expression des génes soumis a 'Empreinte a été
la méthylation de 'ADN ; I'¢tude des modifications des histones n'était alors pas aussi
répandue qu'a 'heure actuelle. La méthylation des DMR de ces génes a donc particulierement
été étudiée au cours de ce processus. Dans I'embryon au stade E11.5, le génome des cellules
germinales primordiales (PGC) subit une vague de déméthylation globale. L'Empreinte est
alors effacée. En effet une étude montre que les DMR des genes Igf2R, H19, Igf2 et Snrpn
sont déméthylées et que ces génes s'expriment de fagon biallélique dans les PGC (Szabo and

Mann, 1995a).

Les DMR gamétiques sont ensuite spécifiquement méthylées soit uniquement au
cours de la spermatogenese, comme c'est le cas de la DMR H19, soit uniquement au cours de
la maturation ovocytaire, comme c'est le cas de la KvDMR du locus du gene KvLQOT]I.
Dnmt3a et Dnmt3L sont indispensables a la méthylation des DMR gamétiques. Dans les
ovocytes des souris Dnmt3L"", les DMR a méthylation maternelle sont hypométhylées alors
que les DMR a méthylation paternelle sont correctement déméthylées (Bourc'his et al., 2001;
Hata et al., 2002). En miroir, dans les cellules germinales males, les DMR a méthylation
paternelle sont hypométhylées alors que les DMR a méthylation maternelle sont correctement

déméthylées (Webster et al, 2005). Ainsi, la protéine Dnmt3L, associée a 1'ADN

> Les dénominations IC, pour Imprinting Center, ou ICE, pour Imprinting Control Element, peuvent parfois étre

utilisées.
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méthyltranstérase de novo Dnmt3a, joue un rdle crucial dans 1'établissement de la méthylation

et donc du bon fonctionnement des génes soumis a I'Empreinte Parentale.

Immédiatement aprés la fécondation, le génome du zygote subit une vague de
déméthylation, a laquelle les DMR des geénes soumis a I'Empreinte échappent (Figure 22).
Des études récentes ont confirmé le rdle supposé¢ de Dnmtl dans le maintien de la
méthylation des DMR a ce stade (Cirio et al., 2008; Hirasawa et al., 2008). Dnmtl est
cytoplasmique dans le zygote au stade 1 cellule puis cytoplasmique et nucléaire des le stade 2
cellules. L'embryon lui-méme n'exprime Dnmtl qu’a partir de la fin du stade 2 cellules, la
protéine du zygote provenant du stock ovocytaire (Dnmtlo) (Cirio et al., 2008). Par ailleurs,
la délétion conditionnelle ovocytaire et zygotique de Dnmt3a et 3b entraine peu de
modification de la méthylation différentielle des génes soumis a I'Empreinte. En revanche, la
perte zygotique de Dnmtl entraine une déméthylation partielle et la perte ovocytaire et
zygotique entraine une déméthylation totale des DMRs. Ces résultats indiquent que Dnmtl
est nécessaire et suffisante au maintien de la méthylation des génes soumis a I'Empreinte
dans l'embryon préimplantatoire (Hirasawa et al., 2008). D'autre part, il a été montré que la
protéine Stella est importante pour ce maintien, les embryons délétés pour Stella perdant la
méthylation d'au moins cing DMR, dont celle de I'lCR du locus H79/Igf2 (Nakamura et al.,
2007).

Ensuite I'Empreinte, notamment grace a ces marques de méthylation est lue dans les
cellules somatiques de I'embryon puis de I'adulte et cela conduit a I'expression monoallélique
des génes.

Dans plusieurs loci, des génes soumis a I'Empreinte uniquement dans le placenta ont
été identifiés. Ces génes sont tous exprimés a partir de 1'allele maternel (Wagschal and Feil,
2006). Différentes ¢tudes ont montré que la lecture de I'Empreinte dans le placenta n'est pas
due a la méthylation de I'ADN. Dans le cas du locus de KvLQT1, la méthylation des histones,
et non celle de I'ADN, est impliquée dans la répression monoallélique des genes : les marques
répressives H3K27me3, H3K9me2, H3acO et H4K4meO sont observées sur l'alléle paternel
tandis que les marques activatrices H3K4me2 et l'acétylation marquent l'allele maternel.
L'établissement de ces marques est toutefois dépendant de I'ICR. Il a également été¢ montré
pour ce locus et pour d'autres que l'expression monoallélique nécessite des protéines du

groupe Polycomb (Lewis et al., 2004; Umlauf et al., 2004; Monk et al., 2008).
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Localisation | o Mécanisme
. Locus ARNnc Autres génes DMR gamétique . .
Souris/Homme de régulation
Nespas, o
2H4/20913 Gnas Gnas ex1A Nesp, GnasXL ?
6A1/7921.3 Peg10 Ppp1r9a,Asb4, Sgce ?
6A3/7932.2 Mest (Peg1) Copg2as Copg2, Kfl14 ?
7A1/19913 Peg3 Zim1, Zim2, Zim3, Usp29, Zfp264 ?
Ube3a-AS ATP10a, Ube3A, Snurf, Ndn
, , f , ”
7B5/15q11.2 Snrpn snoRNA Magel2, Mkm3, Peg12 ARN non codant ?
Cdkn1c, Osbp15, Tnfrsf23, Nap1/4,
7F5/11p15.4 Keng1 Kceng1ot1 Tssc3, Slc22a1l, Tsscd, Cd81, Ascl2 ARN non codant
7F5/11p15.5 Igf2 H19 Ins2 DMR H19 (ICR) Insulateur

9E3/15025.1 Rasgrf! | 4930524008Rik ~30kb D('I\éF;)Rasgm Insulateur ?
10A2/6q24.2  |Zac1 (Plagl1) Hymai ?
11A1/7p12.2 Grb10 Grb10 brain isoform ?

Zrsr1
?
11A3/5p22.2 (U2af1-rs1) Commd1 ?
Gtl2, antiRtl1T miRNA .

' ’ - ?
12F1/14932.2 DIk1 Rian snoRNA, Mirg miRNA Rtl1, Dio3 IG-DMR (ICR) ?

17A1 1gf2R AIR Slc22a2, Sic22a3 ARN non codant

Tableau 2 : Les loci soumis a I'Empreinte Parentale.

Les génes soumis a I'Empreinte sont souvent regroupés en clusters et synténiques entre la souris et 'Homme.
Les principaux clusters sont représentés dans ce tableau, le gene principal rappelle le nom du locus, les ARN
non codants sont indiqués ainsi que les autre génes codant des protéines (expression des génes : rose =
maternelle, vert = paternelle). Une majorité des DMR gamétiques est méthylée au cours de I'ovogenése

(méthylation des DMR : orange =

maternelle, bleu =

paternelle). Deux mécanismes de régulation sont

caractérisés : ARNnc de grande taille (rouge) ou insulation (jaune), mais pour la plupart des loci, il est encore
inconnu (?). (Adapté de Thorvaldsen & Bartolomei, 2007)
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3-4) Régulation de I’expression des génes

Les geénes soumis a I'Empreinte sont en général regroupés en clusters sur les
chromosomes. L'ICR est capable de réguler 'ensemble des geénes du locus. Une dizaine de
loci sont actuellement recensés (Tableau 2) et deux grands mécanismes de régulation se
dégagent : la régulation par les insulateurs et la régulation par de grands ARN non codants

(Thorvaldsen and Bartolomei, 2007; Wan and Bartolomei, 2008).

3-4-1) Régulation par les insulateurs

Un insulateur est une séquence d'ADN capable d'isoler les promoteurs des séquences
activatrices (enhancers) afin de réprimer 'expression d'un gene. La régulation de 1'expression
monoallélique des geénes par les insulateurs a été décrite pour deux loci soumis a I'Empreinte
(Tableau 2) : H19/Igf2, détaillé ci-apres, et Rasgrfl (Yoon et al., 2005; Wan and Bartolomei,
2008). Cette insulation est médiée par la protéine CTCF.

a) La protéine CTCF

La protéine CTCF (CCCTC-binding Factor) a ét¢ a I'origine décrite comme un facteur
de transcription de l'oncogene Myc. CTCF est en effet capable de lier 'ADN via son
domaine a 11 doigts de zinc (ZnF pour Zinc Fingers). Ce domaine peut lier différentes
séquences d'ADN en fonction de la combinaison de doigts de zinc utilisée (Filippova, 2008).
En revanche, CTCF est sensible a la méthylation qui empéche la liaison aux séquences cibles

(Bell and Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000).

CTCF est non seulement un facteur de transcription mais une protéine a activité
insulatrice, caractérisée pour la premiére fois au niveau du locus B-globin (Bell et al., 1999).
Lorsque la séquence de liaison de CTCF est située entre une séquence régulatrice
(activatrice : enhancer ou inhibitrice : silencer) et le promoteur d'un gene, CTCF peut bloquer
les interactions entre les séquences pour modifier I'expression du gene (Filippova, 2008).
L'activité insulatrice de CTCF a ét¢ impliquée dans différents processus tels que la
compaction en hétérochromatine des séquences répétées du génome, l'inactivation du

chromosome X et I'Empreinte Parentale, comme nous allons le voir en b) (Filippova, 2008).
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Figure 23 : Le locus H19/igf2.

A. Eléments de contrble de I'expression des génes H19 et Igf2.
B. Modéle de régulation de I'expression monoallélique des génes. En se fixant sur I''CR non méthylé sur
I'allele maternel, la protéine CTCF inhibe les signaux des enhancers qui ne peuvent activer les promoteurs
maternels du géne Igf2. CTCF ne peut pas se fixer sur I'lCR paternel méthylé et les enhancers peuvent activer
I'expression d'Igf2. La séquence silencer et la méthylation du promoteur inhibent I'expression paternelle du

gene H19.
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CTCF joue également un role dans l'établissement et le maintien des marques
d'Empreinte. En effet, la liaison de CTCF a I'CR du locus H19/Igf2 permettrait de le
préserver de la méthylation au cours de I'ovogenése (Fedoriw ef al., 2004) et de conserver la
méthylation différentielle aprés la fécondation (Schoenherr et al., 2003; Pant et al., 2004;
Szabo et al., 2004; Engel et al., 2006). 11 faut toutefois noter qu'aprés mutations des sites
CTCEF, le profil de méthylation de I'ICR est conservé au cours de la gamétogenése alors que
les siRNA dirigés contre CTCF entrainent une méthylation pendant I'ovogenese. Ce point
reste donc encore a éclaircir. De plus, les DMR sont organisées de maniére hiérarchique,
I'ICR étant nécessaire a la méthylation des DMR du géne Igf2 (Lopes et al., 2003). Cette
hiérarchie pourrait étre due a l'architecture de la chromatine dont CTCF pourrait étre une des
picces principales comme il sera évoqué plus loin.

Une protéine paralogue CTCF-like (CTCFL ou BORIS pour Brother of the regulator of
imprinted sites) est exprimé dans la lignée germinale male au moment de 1'établissement de
I'Empreinte. CTCFL pourrait jouer un role dans I'établissement de la méthylation de I'lCR sur

le futur alléle paternel (Loukinov ef al., 2002; Jelinic ef al., 2006).

b) Régulation de I'expression des génes au locus H19/Igf2

De nombreux modéles murins ont été développés pour mieux comprendre le
fonctionnement des génes soumis a I'Empreinte, et en particulier au locus H19/Igf2 (Arney,
2003). De ces ¢études, un modele "canonique" de la régulation de l'expression de ces génes a

¢été établi chez la souris (Figure 23).

Ce locus est situé sur la partie distale du chromosome 7 chez la souris et sur la région
synténique 11p15.5 chez 'Homme (Zemel et al, 1992). Il comprend les genes HI19,
d'expression maternelle, Igf2, exprim¢ a partir de l'allele paternel, et inms2, soumis a
I'Empreinte uniquement dans le sac vitellin et exprimé paternellement (Bartolomei et al.,
1991; DeChiara et al., 1991; Zhang and Tycko, 1992; Giannoukakis et al., 1993; Giddings et
al., 1994; Deltour et al., 1995; Moore et al., 2001).

Les genes HI19 et Igf2 partagent un certain nombre de séquences régulatrices et
notamment une série d'enhancers a spécificité tissulaire (Figure 23). Tout d'abord, deux
enhancers endodermiques ont été identifiés 10 kb en aval du gene H/79. La délétion de ces
séquences entraine la perte d'expression de I'ARN H/9 dans les tissus endodermiques

lorsqu'elle est transmise maternellement et l'absence d'expression de 'ARNm Igf2 apres
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transmission paternelle, ce qui implique que ces enhancers sont communs aux deux genes
(Yoo-Warren et al., 1988; Leighton et al., 1995).

Dans le but de trouver les enhancers mésodermiques, dix séquences conservées (CS) ont été
caractérisées (Ishihara et al., 2000). De plus, un transgéne YAC de 130 kb, s'étendant jusqu'a
+35 kb en aval du début de transcription du gene HI19, permet l'expression appropriée de
I'ARN HI9 dans les tissus endodermiques et mésodermiques a l'exception du cceur, des
poumons et des reins (Ainscough et al., 1997; Ainscough et al., 2000). Une autre étude a
montré que les enhancers mésodermiques musculaires et cardiaques sont contenus dans un
transgene BAC s'étendant jusqu'a +120 kb (Kaffer ef al., 2000). Enfin, le mutant minute a une
perte d'expression du géne /gf2 due a une inversion dont le point de cassure se situe au niveau
de la séquence CS9 (Davies ef al., 2002). L'ensemble de ces données permet de proposer la
séquence CS9 comme enhancer mésodermique spécifique du muscle squelettique et de la
langue. Un ou plusieurs autres enhancers spécifiques du cceur, des poumons et des reins se
trouvent entre +35 et +120 kb.

Deux autres séries d'enhancers ont été rapportées : un couple d'enhancers mésodermiques
potentiels communs HUCI et HUC2 (HI9 upstream conserved) en amont du gene H/9
(Drewell et al., 2002a) et une région CDD (centrally conserved domain) qui serait un
enhancer mésodermique spécifique du geéne /gf2 (Ainscough et al., 2000; Jones et al., 2001,
Charalambous ef al., 2004).

Le centre d'Empreinte du locus est situé 2 kilobases en amont du géne H/9 (Tremblay
et al., 1995; Tremblay et al., 1997). Il comprend deux régions : une DMR et un silencer. La
DMR est complétement méthylée sur l'alléle paternel et completement déméthylée sur l'alléle
maternel. Elle contient quatre sites pour CTCF, qui se fixe donc uniquement sur l'all¢le
maternel (Bell and Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000; Kaffer et al., 2000; Kanduri et al.,
2000; Szabo et al., 2000). Ainsi, sur 'allele maternel, la protéine CTCF isole les signaux des
enhancers qui ne peuvent pas activer les promoteurs maternels du géne /gf2. En revanche, sur
l'allele paternel, CTCF ne se fixe pas et les enhancers peuvent interagir avec les promoteurs
du geéne Igf2 (Figure 23). De ce fait, le géne Igf2 est exprimé de facon monoallélique
paternelle. L'ICR contient également une séquence silencer qui permet la répression de
l'allele paternel du géne HI9 (Drewell et al., 2000). De plus le promoteur de ce géne est
¢galement méthylé paternellement apres la fécondation (Bartolomei et al., 1993; Ferguson-
Smith et al., 1993; Sasaki et al., 1995; Tremblay et al., 1995; Srivastava et al., 2000). Le

promoteur maternel est protégé de cette méthylation de novo par la fixation de CTCF sur
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Figure 24 : Technique 3C (Chromosome Conformation Capture).

Cette technique permet d'étudier les interactions entre des séquences éloignées de I'ADN. La conformation de
la chromatine est fixée par pontage (crosslinking) et I'ADN est fragmenté. La ligation permet de refermer les
séquences physiquement proches. Aprés réversion du pontage et digestions des protéines, une PCR peut
étre réalisée. Seules les séquences physiquement proches pourront donner lieu a I'amplification. Une PCRq
avec une sonde Tagman permet d'obtenir un résultat fiable et quantitatif. (Adapté de Hagége et al, 2006)

H3K27
Igf2 HSKQnTee
macroH2A

H3K9ac
Igf2 H3K4me

enhancers H19

H3K27me
H3K9me
macroH2A

enhancers

Paternel

Maternel

Figure 25 : Architecture de la chromatine au locus H19/igf2.

Différentes analyses de 3C ont montré une architecture différente sur les deux alléles. Sur I'alléle maternel,
I''CR interagit avec la DMR1 et MARS. Le géne Igf2 est a I'écart des enhancers et 'ADN forme une structure
hétérochromatique (tache rouge). Les enhancers contactent le promoteur du géne H19 et la structure de 'ADN
est euchromatique (tache verte). Sur I'alléle paternel, I''CR interagit avec la DMR2, probablement via des MBP.
Les enhancers sont en contact avec les promoteurs du géne /gf2 au niveau de la DMR1. La chromatine au
niveau du géne H719 est répressive.
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I'ICR (Szabo et al., 2004). Ainsi, le géne H19 est exprimé uniquement a partir de 1'alléle

maternel.

Le géne Igf2 comporte également trois DMR et quatre séquences d'attachement a la
matrice nucléaire (MAR pour Matrix Attachement Region, Figure 23). La DMRI permet
l'inhibition de l'expression du gene Igf2 sur l'allele maternel ou elle n'est pas méthylée
(Constancia et al., 2000). La DMR2 en revanche agit comme activateur transcriptionnel sur
l'allele paternel ou elle est méthylée (Murrell ef al., 2001). De fagon intéressante, MARO et
MAR?2 présentent un attachement différentiel a la matrice, 1'alléle paternel exprimé étant le
seul a étre attaché dans les organes ou les promoteurs adjacents sont actifs (Weber et al.,

2003).

De plus, des données récentes montrent que les histones sont différentiellement
modifiées au niveau du locus et que CTCF est nécessaire a I'établissement de ces patrons
épigénétiques. Ainsi, l'allele paternel du promoteur du gene HI9 et de I'ICR et l'allele
maternel du gene /gf2 sont marqués par les marques répressives H3K27me, H3K9me et par la
présence du variant macroH2A. L'alléle maternel du géne H79 et de I'ICR et l'alléle paternel
du gene Igf2 sont marqués par les marques d'activation H3K9ac et H3K4me (Choo et al.,
2006; Delaval et al., 2007; Mikkelsen et al., 2007; Han et al., 2008).

L'ensemble de ces données suggere que la vision linéaire de la régulation de
I'Empreinte a ce locus est simpliste. Plusieurs équipes ont donc tenté¢ de mettre en évidence
l'architecture de la chromatine de ce domaine. Pour ce faire, la technique 3C (Chromosome
Conformation Capture) a été développée (Figure 24). Les résultats indiquent que I'ICR
interagit avec les DMR du géne Igf2 de fagon différente sur les deux alléles (Figure 25)
(Murrell et al., 2004; Kurukuti et al., 2006; Hagege et al., 2007; Qiu et al., 2008). Sur l'all¢le
maternel, 'ICR interagit avec la DMR1 et MAR3. L'architecture ainsi formée placerait le
gene /gf2 dans un domaine chromatinien inactif et empécherait les enhancers d'interagir avec
les promoteurs mais favoriserait l'interaction avec le promoteur du géne H/9. Sur l'all¢le
paternel, I'lCR méthyl¢ interagit avec la DMR2 méthylée et les enhancers sont proches de la
DMRI. Cette boucle permettrait aux enhancers d'activer l'expression du gene Igf2. Les
interactions entre 1'lCR et les DMR pourraient se faire via CTCF ainsi que d'autres protéines.

Il a notamment été rapporté que plusieurs MBP (methyl-CpG binding proteins) peuvent se lier
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Figure 26 : Régulation de I'Empreinte par les ARN non codants de grande taille.

A. Le locus Kcnq1 : 'ARNnc LIT1 est exprimé a partir du centre d'Empreinte (ICR) sur l'allele paternel et
entraine la répression bidirectionnelle en cis des génes Tssc3, Sic22a1l, Cdkn1c et Kecnq1. Dans le placenta,
la répression en cis concerne aussi les genes Obph1, Nap1l4, Tssc4, CD81 et Ascl/2. Ces génes ont ainsi une
expression monoallélique maternelle.

B. Le locus Igf2R : I'ARNnc Air est exprimé a partir de I'lCR sur l'alléle paternel et entraine la répression
bidirectionnelle en cis des génes [9f2R, Slc22a2 et Slc22a3. Ces génes ont ainsi une expression
monoallélique paternelle.

(Adapté de Gabory et al., 2005).
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a 1ICR sur l'allele paternel méthylé. Elles pourraient ainsi contribuer a la régulation de

I'Empreinte du locus (Drewell et al., 2002b; Filion et al., 2006; Reese et al., 2007).

3-4-2) Régulation par les ARN non codants

Dans plusieurs régions chromosomiques, I'Empreinte est régulée par 1'expression d'un
ARN non codant de longue taille (Tableau 2). C'est le cas des loci PWS/AS (Prader-Willi
Syndrome/Angelman Syndrome, dont un des geénes principaux est SNRPN), CDKNIC et
IGF2R. Le mode de fonctionnement de ces deux derniers loci présente de nombreuses

similarités qui seront détaillées dans la suite de cette partie.

Le locus Kcngl est localis¢ sur la partie distale du chromosome 7 murin, région
synténique du locus 11p15.5 humain. Il comporte un dizaine de geénes soumis a I'Empreinte
répartis sur 700 kb (Figure 26A), la plupart sont exprimés a partir de l'allele maternel, dont
notamment Kcngl (qui code un canal potassium voltage dépendant impliqué dans les

752 une kinase cycline dépendante impliquée dans le

battements cardiaques), Cdknlc (ou p5
cycle cellulaire) et 7Tssc3 (ou Ipl qui code une protéine a domaine d'homologie pleckstrin). Un
long ARNnc (60kb), LITI (Long intronic transcript 1 ou Kcnglotl pour Kcngl-overlapping
transcript 1), est transcrit sur l'allele paternel, en antisens a partir de I'lCR (KvDMR dans

l'intron 1 de Kcngl) (Smilinich et al., 1999; Fitzpatrick et al., 2002).

Le locus Igf2R est localisé sur le chromosome 17 murin, région synténique du locus
6926 humain. Il comporte quatre génes soumis a I'Empreinte : Igf2R (Récepteur de IGFII),
Slc22a2 et Slc22a3 (solute carrier 22a) exprimés maternellement et Air (Antisense of Igf2R)
exprimé a partir de l'alléle paternel. 4ir est un ARNnc de grande taille (108 kb) transcrit en
sens oppos¢ au gene [Igf2R (Figure 26B). Le locus contient deux DMR : la
région 1 qui est méthylée sur 1'allele paternel apres la fécondation et correspond au promoteur
d'Igf2R et la région 2 qui est méthylée maternellement dans les gametes et qui est localisée
dans l'intron 2 du geéne Igf2R. Cette séquence est I'lCR du locus et sert de promoteur pour

transcrire I'ARN Air a partir de l'alléle paternel (Wutz ef al., 1997; Sleutels et al., 2002).

Pour ces deux loci, la transcription de 'ARNnc a partir de I'lCR non méthylé est
nécessaire a la répression bidirectionnelle en cis des génes soumis a I'Empreinte du locus. La

délétion de la DMR ainsi que la production d'ARN tronqués entrainent 1'expression biallélique
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Figure 27 : Trois mécanismes associés aux pathologies d'Empreinte.

Les rectangles roses représentent les chromosomes recus de la mére et les bleus ceux regus du pére. Les
rectangles grisés repésentent deux génes A et B soumis a I'Empreinte d'un méme locus.

A. Altération de la transmission chromosomique : la disomie uniparentale maternelle entraine la surexpression
de A et I'absence d'expression de B. Un effet en miroir est observé aprés disomie paternelle.

B. Une mutation (étoile) dans un géne soumis a I'Empreinte aura un effet seulement s'il est transmis avec
I'alléle exprimé (ici transmission paternelle puisque l'alléle paternel de A est exprimé et l'alléle maternel
réprimeé).

C. Une mutation ou une épimutation (étoile) du centre d'Empreinte peut entrainer une perte d'Empreinte de
tous les génes du locus. Les génes seront alors ou surexprimés de fagon biallélique ou totalement réprimés.

(Adapté de Ferguson-Smith et al., 2003)
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des geénes soumis a I'Empreinte, suggérant l'implication de I'ARNnc en lui-méme dans le
processus de répression (Sleutels et al, 2002; Mancini-Dinardo et al., 2006). Trois
mécanismes sont proposés (Pauler et al., 2007) :

- I'ARNnc agit lui-méme selon un modéle proche de celui de Xist ou via la production de
petits ARNnc.

- la transcription de 'ARN pourrait entrainer la formation d'une architecture spécifique de la
chromatine en induisant des boucles ou en plagant les genes dans des compartiments
transcriptionellement inactifs.

- la transcription de I'ARNnc au niveau du locus réprimerait la fixation d'un facteur important

pour l'initiation de I'expression des autres genes.

Dans le cas du locus Kcngl, I'Empreinte de plusieurs geénes est restreinte au placenta.
Dans cet organe, les modifications des histones, plus que la méthylation de 1'lCR, semblent
gouverner l'expression monoallélique via LITI (Lewis et al., 2004; Umlauf et al., 2004). De
plus, I'ICR aurait également une fonction insulatrice puisqu'elle est capable de fixer la
protéine CTCF (Fitzpatrick et al., 2007). Selon les tissus, I'Empreinte des différents génes du

locus Kcngl pourrait étre régulée soit par LIT1 soit par l'insulateur (Shin et al., 2008).

3-5) Empreinte Parentale et Pathologie humaine

La dérégulation de génes soumis a 'Empreinte Parentale a été impliquée dans diverses
pathologies humaines. Les principales causes de maladies de I'Empreinte sont les disomies
uniparentales (présence de deux copies d'une région chromosomique provenant d'un parent et
absence de la copie de l'autre parent) et les pertes d'Empreinte (LOI pour loss of imprinting)
dues a des défauts de marques épigénétiques comme la méthylation de I'ADN ou a des
mutation dans les ICR (Figure 27) (Ferguson-Smith et al.,, 2003). Ainsi des défauts
d'Empreinte sont a 'origine de certains syndromes de retards mentaux, tels que les syndromes
de Prader-Willi et Angelman ou des dérégulations de la croissance, comme les syndromes de
Beckwith-Wiedemann et de Silver-Russell. De plus, le dysfonctionnement de génes soumis a

I'Empreinte a été constaté dans divers cas de cancers.

Les genes H19 et Igf2 ont notamment été impliqués dans les syndromes de Beckwith-

Wiedemann et de Silver-Russell. Ces pathologies seront développées dans le chapitre I11.
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Figure 28 : Les acteurs de la voie Insulin-like Growth-Factor (IGF).

A. Les Igf-binding proteins (IgfBP) peuvent lier avec affinité (forte + ou ++, faible -) les ligands Igf1 (vert clair),
Igf2 (rouge) ou les deux (orange) dans le sang et les espaces extra cellulaires.

B. Les ligands Igf1, 1gf2 et insuline (Ins) peuvent lier quatre types de récepteurs. Igf2 lie avec forte affinité le
récepteur de type 2, Igf2R. Le récepteur de type 1, Igf1R, peut fixer Igf1, Igf2 et Ins avec des affinités
décroissantes. Le récepteur a insuline, IR, est présent sous deux isoformes IR-A et IR-B. Ces deux isoformes
lient l'insuline, alors que seule IR-A foetale peut lier Igf2. Enfin, une forme hétérodimérique Igf1R/IR peut lier
les trois ligands.

C. Igf2-mannose6P-R est couplé a l'internalisation et a la dégradation d'lgf2. Igf1R est couplé aux voies PI3K
et MAPK et entraine ainsi la prolifération, la protection contre I'apoptose ou la différenciation. IR et Igf1R/IR
entrainent les effets métaboliques de l'insuline.
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1) Croissance embryonnaire et post-natale
1-1) Introduction

La croissance est le processus par lequel un individu atteint sa taille définitive.
C'est un mécanisme continu depuis le stade blastocyste jusqu'a 1'age adulte. Chez 1'embryon,
la croissance est maximale au cours de la période fcetale et ralentie en fin de gestation. Apres
la naissance, la croissance est dans un premier temps rapide (au cours des 3 premicres
semaines chez la souris, ce qui peut correspondre a l'enfance chez 'Homme) puis plus lente.
Une derniére poussée a lieu au moment du sevrage (qui pourrait correspondre a I'adolescence
chez 'Homme). A I'dge adulte, la croissance est quasiment nulle. Les signaux qui favorisent
ou inhibent la croissance sont en balance et leur résultante entraine ces périodes de

développement ou d'arrét.

Les deux principaux acteurs de la croissance sont les facteurs de croissance et les
hormones (Efstratiadis, 1998). Les facteurs de croissance sont des protéines, sécrétées par
différents types de tissus, nécessaires a la prolifération cellulaire. Les hormones sont des
substances synthétisées par des cellules spéciales et sécrétées directement dans le sang ou la
lymphe ; certaines d'entre elles influencent la croissance. Les principales molécules décrites
pour agir sur la croissance de l'individu dans son ensemble sont les protéines de 1'axe IGF
(insulin-like growth factor) et I'hormone de croissance (GH pour Growth Hormone). L'axe
IGF a un role majeur dans la croissance embryonnaire et la GH, en revanche, joue plutdt un

role dans la vie post-natale, via la stimulation de I'expression du geéne /gf1.

1-2) L'axe Insulin-like Growth-Factor : une analyse génétique poussée

La voie de signalisation insuline/IGF (Figure 28) se compose de :
- trois peptides ligands : I'insuline, IGF1 et IGF2,
- quatre récepteurs : le récepteur a insuline (IR), le récepteur a IGF de type I (IGFIR), un
récepteur hybride IGF1R/IR et le récepteur a IGF de type II (IGF2R)
- six protéines sé€riques solubles de liaison de 1'GF1 et/ou de I'GF2 : IGFBP1 a 6 (IGF-
binding proteins).
Elle joue un role critique dans la régulation de 'homéostasie glucidique et la croissance d'un

individu (Randhawa and Cohen, 2005). Ce role dans la croissance a été particuliérement mis
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Mutant Poids a Poids
la naissance adulte
sauvage 6100% 100%‘%
Igf1+ & 60% 30% MW
Igf2+ & 60% 60% 'g
Igf1R"-
9 e 45% létalité a la naissance
Igf1” Igf1R”
Igf2R" |étalité périnatale
Igf2” Igf2R" e 70% 70% ‘%
/-
IR_ e 90% létalité due au diabéte
Ins17ins2”

Tableau 3 : Mutations nulles de la voie Insulin-like Growth-Factor (IGF).

L'analyse des simples, doubles et triples mutants des acteurs de la voie IGF a permis de mettre en évidence
le réle crucial de cette voie dans la croissance embryonnaire et post-natale. Ce tableau représente les poids
de naissance et adultes de certains mutants comparés a celui de souris sauvages.
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en lumicre par la production de mutants invalidés pour les différents acteurs de cette voie
(Tableau 3) (Louvi et al., 1997; Efstratiadis, 1998). Pour ces modéles murins, les animaux
présentent des défauts de croissance harmonieux, ce qui permet d'utiliser le poids comme

caractéristique de leur croissance globale.

Les souris simples mutantes pour /gf7 ou /gf2 ont un poids de naissance réduit de 40%
par rapport aux souris sauvages, les souris [gf2”" présentant également une atrophie du
placenta. La différence de taille et de poids avec les souris sauvages reste constante apres la
naissance pour les Igf2"", en revanche les IgfI”" ont un défaut majeur de croissance post-natale
et leur taille n'atteint que 30% de la taille normale adulte (DeChiara et al., 1990; Liu et al.,
1993). Les doubles mutants IgfI” Igf2” présentent un retard de croissance considérable
puisque leur poids de naissance est équivalent a 30% du poids normal. Cela montre bien le
role central des IGF dans la croissance embryonnaire, sans préjudice sur la survie.

De plus, les mutants des récepteurs ont également des phénotypes de croissance
caractéristiques : les animaux /GFIR™ font 45% du poids normal et les animaux gf2R” ont
une surcroissance de 40% (Liu et al., 1993; Wang et al., 1994). Ces récepteurs sont donc les
régulateurs principaux du signal IGF, IGF1R induisant le signal de prolifération et IGF2R
¢tant un régulateur négatif.

Enfin, la voie insuline a un réle métabolique trés important mais un rdle plus
secondaire dans la croissance. Les souris mutantes n'exprimant pas IR ou n'exprimant pas
d'insuline ont en effet un retard de croissance de 10% a la naissance et meurent rapidement en

raison d'un diabéte sévere (Joshi ef al., 1996; Duvillie et al., 1997).

Ces nombreux croisements entre les mutants ainsi que des expériences cellulaires de
diverses constructions ont permis de déchiffrer les interactions entre ligands et récepteurs et
un modele a ainsi pu €tre établi (Figure 28) (Randhawa and Cohen, 2005; Riedemann and
Macaulay, 2006). Le récepteur a l'insuline existe sous deux isoformes IR-A, forme feetale qui
lie IGF2 avec une grande affinité et permet la prolifération et la protection contre l'apoptose,
et IR-B qui est l'effecteur de l'insuline dans le foie, les muscles et les tissus adipeux. IGF1R
fixe IGF1 et IGF2 et induit, via les voies PI3K, MAPK et RAF, la survie cellulaire, la
prolifération ou la différenciation. IGF2R n'a pas de fonction de transmission d'un signal mais
ce récepteur, également appelé MPR (pour Mannose-6-phosphate receptor), est couplé a la
voie de l'internalisation des protéines lysosomales. Aussi il est postulé qu'lGF2R permet de

réguler le taux d'IGF2 circulant par endocytose et dégradation. Enfin, la biodisponibilité des
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IGF dans le milieu sérique est régulée par les protéines de liaison aux IGF (IGFBP pour IGF

binding-proteins).

1-3) Croissance embryonnaire et croissance post-natale.

La croissance d'un individu peut étre partagée en deux périodes : la croissance
embryonnaire et la croissance post natale. La croissance embryonnaire est régulée par des
facteurs environnementaux, extra-embryonnaires et embryonnaires. En effet, chez les
mammiferes, le régime alimentaire de la meére influe sur le développement de 1'embryon et le
passage efficace des nutriments et de 1'oxygéne a travers le filtre placentaire est essentiel. Au
niveau embryonnaire, I'axe IGF est un des facteurs clé de la croissance. L'étude des
mutants murins a montré que ces deux phases ne sont pas gouvernées par les mémes facteurs.
Par exemple, la comparaison des mutants /gf2”" et IgfI”" montre que le premier agit au cours
de I'embryogenése alors que le second agit pendant les deux périodes (DeChiara et al., 1990;
Liu et al., 1993). En effet, la différence de poids de 40% des souris invalidées pour /gf2 par
rapport aux sauvages & la naissance reste stable alors que dans le cas des souris Igf1™, elle
s'aggrave pour atteindre 70% a l'age adulte (Tableau 3). De plus, les souris IgfI”" n'ont pas
d'anomalie placentaire alors que les souris Igf2'/ " ont un placenta atrophié. L'effet d'IGF2 sur
le placenta a été avéré par des expériences de délétion du variant placentaire de 'ARNm Igf2
(PO). Cette mutation entraine la perte de 1'expression d'IGF2 dans les cellules trophoblastiques
du placenta mais le taux feetal d'IGF2 circulant n'est pas atteint. Le placenta est plus petit que
celui d'une souris sauvage dés E14 pour atteindre une différence de 30% et I'embryon présente
un défaut de croissance a partir de E16 pour atteindre une différence de 30% a la naissance
(Constancia et al., 2002). Ces expériences montrent un role particulier pour IGF2 dans le
placenta et le transfert de nutriment de la mére a I'embryon, processus important pour la

croissance fecetale.

I existe également des lignées de souris avec des mutations spontanées induisant un
phénotype de nanisme, comme les souris /ittle ou dwarf. Ces souris sont de taille normale a la
naissance mais présentent un retard de croissance visible a partir du jour 15 et leur taille
adulte ne dépasse pas la moiti¢ de celle de souris sauvages. Ces animaux présentent des
mutations au niveau des geénes Pit/ et Ghrh qui codent des facteurs de la voie de 'hormone de
croissance (Pfaffle et al., 1992; Radovick et al., 1992; Godfrey et al., 1993; Lin et al., 1993).

Chez ces souris, le taux de GH circulante est dramatiquement diminué.
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Figure 29 : Co-évolution de I'Empreinte et de la placentation.

L'Empreinte existe chez la plupart des mammiféres placentaires et chez les marsupiaux, qui ont un placenta
rudimentaire. Ce mécanisme n'est présent ni chez les monotrémes qui, bien qu'ils allaitent leurs petits,
pondent des oeufs, ni chez les oiseaux. L'Empreinte serait donc apparue dans la branche commune aux
marsupiaux et aux placentaires, ce qui suggére une co-évolution avec la placentation.
MA : millions d'années. (Adapté de Kilian et al. 2001)
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Croissance

Effet sur le métabolisme

Embryonnaire|Placentaire Glucides Lipides Autre
. : ) - KO (cerveau) : adiposité accrue
Igf2 favorise favorise |Tg : hypoglycémie Tq : adiposité réduite
Igf2R inhibe inhibe KO : létal
Cdknic inhibe
. Tg : résistance a l'insuline KO : adiposité accrue . ;
Dik1 favorise tolérance au glucose Tg : adiposité réduite Tg - hyperphagie
KO : sensibilité a l'insuline T
Grb10 inhibe inhibe | Tg : hyperglycémie KO : adiposité réduite
h < . Tg : adiposité accrue
résistance a l'insuline
Dio3 inhibe
Mest favorise inhibe Tg : adiposité accrue
Peg3 favorise inhibe KO : adiposité acrue KO : hypophagie
Zac1 favorise Tg: h’ygerglycgme nec‘)n?tale. KO : létal
légére résistance a l'insuline
Gnas KO: h,y perglycefnllg . KO : adiposité accrue KO : létal
résistance a l'insuline
Gnasxl KO : sensibilité a l'insuline KO : adiposité réduite KO : Iétal
Rasgrf1 KO : intolérance au glucose KO : adiposité réduite
Atp10c KO : résistance a l'insuline KO : adiposité accrue

Tableau 4 : Génes soumis a I'Empreinte et leurs effets.

Un grand nombre de génes soumis a I'Empreinte ont un effet sur la croissance embryonnaire et le
métabolisme des glucides et lipides. Les génes d'expression maternelle (rouge) ont en général tendance a
ralentir la croissance embryonnaire alors que les génes paternels (bleu) la favorise. Les effets sur le
métabolisme sont également décrits dans ce tableau.

(Adapté de Charalambous et al. 2007 et Smith et al. 2006)
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L'hypothalamus sécréte un facteur de libération de 1'hormone de croissance (GH pour growth
hormone) : la GHRH (GH releasing hormone) qui agit sur son récepteur au niveau de
I'hypophyse et permet la sécrétion de la GH dans le sang. Cette sécrétion est pulsatile et
régulée en fonction du cycle circadien. La GH circule vers le foie ou la fixation a son
récepteur (GHR) permet la sécrétion d'IGF1, qui va pouvoir induire ses effets de prolifération,
etc... Par ailleurs, IGF1 exerce un rétrocontrole négatif en inhibant la production de GH.

Ainsi, la croissance post natale est finement régulée par la voie GH-IGF1.

1-4) Croissance embryonnaire et Empreinte Parentale.

Peu de temps aprés la découverte des premiers geénes soumis a 1'Empreinte, une
théorie dite du "conflit parental" a vu le jour pour tenter d'analyser l'intérét, sur le plan
évolutif, d'un tel mécanisme (Moore and Haig, 1991). Cette théorie s'appuie sur le role des
genes soumis a I'Empreinte dans la croissance embryonnaire, les fonctions placentaires et les
relations de la mere avec ses petits. Selon cette théorie, les intéréts du pére et de la meére dans
la dispersion de leur patrimoine génétique sont antagonistes. La meére doit avoir de
nombreuses portées et pour cela doit limiter la croissance et les apports aux embryons, afin de
préserver son propre organisme et ses futures portées. Le pére doit avoir des petits forts et en
bonne santé et pour cela permettre la croissance de l'embryon, afin de contribuer a la
dissémination de son propre patrimoine génétique. Les portées suivantes sont assurées par des
femelles différentes. Ainsi, l'intérét du développement de I'Empreinte parentale serait 1ié au
développement in utero des mammiferes, qui fait intervenir une connexion foeto-maternelle
via le placenta tout au long de la gestation. Cette théorie est appuyée par le fait que
I'Empreinte est spécifique des mammiferes placentaires et semble avoir co-évolué avec la
placentation (Figure 29). L'ornithorynque, qui allaite ses petits mais pond des ceufs et n'a donc
pas de placenta, est dépourvu d'Empreinte : les génes Igf2 et Igf2R s'expriment de fagon
biallélique. Chez les marsupiaux, qui ont un placenta rudimentaire, quelques génes comme
Igf2 sont soumis a I'Empreinte (Killian et al., 2001). La relation intra-utérine materno-feetale

doit ainsi étre régulée selon les intéréts du pere et de la mére.

De facon concordante avec la théorie du conflit parental, les geénes soumis a
I'Empreinte jouent un réle important dans la croissance embryonnaire et le métabolisme.
Les souris invalidées ou surexprimant un géne soumis a I'Empreinte ont presque toutes un

phénotype de croissance embryonnaire ou de défaut métabolique (Smith et al., 2006;
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Figure 30 : Réseau de génes soumis a I'Empreinte.

Une méta-analyse des génes co-exprimés avec les génes soumis a I'Empreinte a permis de mettre en
évidence un réseau (IGN pour Imprinted genes network). Sur ce réseau sont représentés 246 genes liés a au
moins 3 génes soumis a I'Empreinte. L'intensité des lignes représente la force du lien, les lignes noires
correspondant aux génes les plus fréquemment co-exprimeés.

(Adapté de Varrault et al. 2006)




Chapitre Il : 1) Croissance embryonnaire et post-natale.

Charalambous et al., 2007). Les geénes a expression paternelle sont en général des facteurs de
croissance et de métabolisme du glucose et des lipides alors que les génes maternels régulent
négativement la croissance embryonnaire et le métabolisme. Ainsi au niveau de la croissance
embryonnaire, le géne Igf2, d'expression paternelle, est crucial pour la croissance alors que le
gene Igf2R, d'expression maternelle, la réprime (DeChiara et al., 1990; Ludwig et al., 1996).
De méme, le géne maternel Grb10 inhibe la croissance et le gene paternel DIk la favorise, de
facon indépendante de I'axe IGF (Moon ef al., 2002; Charalambous et al., 2003). Au niveau
du métabolisme du glucose et des lipides, les génes paternels Igf2, Gnas, Dlkl, Rasgrfl ou
encore Zacl ont un effet de régulation négative, les souris invalidées pour ces genes
présentent une hypoglycémie et/ou une adiposité réduites et les souris qui surexpriment un de

ces genes ont au contraire une hyperglycémie et/ou une adiposité augmentées (Tableau 4).

Il est récemment apparu que les génes soumis a 'Empreinte sont fréquemment co-
exprimés dans les mémes tissus, suggérant un réseau fonctionnel. En analysant les données
d'une centaine d'analyses de puces 8 ADN, Varrault ef al ont observé que, parmi les génes co-
exprimés avec le géne Zacl, les geénes soumis a 'Empreinte sont surreprésentés. La méme
analyse systématiquement appliquée aux genes co-exprimés avec les genes soumis a
I'Empreinte a permis d'établir un réseau (Figure 30) de geénes soumis a 1'Empreinte ou non
(IGN pour imprinted genes network). L'IGN comporte les génes Zacl, Gtl2, H19, Mest, DIkl
Peg3, Grbl0, Igf2, Igf2r, Dcn, Gnas, Gatm, Ndn, Slc38a4, Cdknlc et Sgce. Lorsque
l'expression du geéne Zacl est perturbée, dans le cas de la mutation nulle, 1'expression des
autres genes de 1'l[GN est modifiées, ce qui suggere un lien fonctionnel entre les acteurs de
I'I[GN (Varrault et al., 2006). Ce réseau pourrait ainsi jouer un role dans la régulation de la

croissance et du métabolisme.
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Figure 31 : La myogenése embryonnaire.

A. Le mésoderme paraxial présomitique (PSM) est a l'origine des somites. Les somites se différencient en
sclérotome, qui donnera le squelette axial, et en dermomyotome, qui donnera le derme cutané et les muscles
squelettiques. Le myotome, qui donnera les muscles du tronc, est enrichi de cellules Pax3/Pax7+ qui migrent
depuis le dermomyotome central. A partir des Iévres hypaxiales, migrent des cellules Pax3+, qui seront a
I'origine des muscles des membres, du diaphragme et de la langue.

B. La myogenése se fait selon trois vagues : embryonnaire, foetale et post-natale. Pour chaque vague, les
cellules souches se différencient en progéniteurs puis en myoblastes et fusionnent en myofibres, grace a un
programme d'expression génique spécifique. La derniére vague voit le positionnement des cellules satellites,
les cellules souches musculaires chez 'adulte, en position basale.

(Adapté de Sambasivan et Tajbakhsh, 2007)




Chapitre Il : 2) Myogenése et régénération musculaire

2) Myogenése

Chez les animaux, le mouvement, volontaire ou non, nécessite le fonctionnement de
muscles. 11 existe trois types de muscles chez les mammiféres : le muscle lisse, le muscle strié
cardiaque et le muscle stri¢ squelettique. Les muscles lisses sont controlés par le systéme
nerveux parasympathique et leur contraction est involontaire. Ils assurent par exemple le
mouvement du systeme digestif et des vaisseaux sanguins. Les muscles striés squelettiques
sont en général associé€s au squelette via les tendons, leur contraction est volontaire régie par
le systéme nerveux sympathique et ils assurent le fonctionnement de l'appareil locomoteur. Le
muscle cardiaque est strié mais sa contraction rythmique est sous le contrdle du systeme
nerveux autonome. Dans ce chapitre, le développement et la régénération du muscle strié

squelettique seront développés.

2-1) Myogenése embryonnaire

Les muscles squelettiques sont des tissus dérivés du mésoderme. Dans 1'embryon, le
mésoderme présomitique paraxial est segmenté en somites. Ces structures se différencient
ensuite en sclérotome, qui donnera le squelette axial, et en dermomyotome (DM), régionalisé
en un dermomyotome central et quatre levres épaxiales, hypaxiales, antérieures et postérieures
(Figure 31). A partir des bordures du DM, les cellules prolifeérent et migrent entre le DM et le
sclérotome pour former le myotome. Les fibres des myotomes adjacents issus des somites
vont fusionner pour donner la musculature du tronc. Aux niveaux cervical, occipital et des
bourgeons de membres, des cellules de la levre hypaxiale migrent pour former respectivement
les muscles de la langue, du diaphragme et des membres. Le processus de différenciation
musculaire fait intervenir les cellules souches dont la division génére des progéniteurs
déterminés dans un premier temps en précurseurs myoblastes et se différenciant ensuite en
myofibres. Les myofibres sont produites par la fusion de cellules musculaires pour former un
syncytium (Sambasivan and Tajbakhsh, 2007). Les myofibres matures sont donc de grandes

et longues cellules plurinucléées a noyaux périphériques.

La différenciation musculaire se fait sous l'action des facteurs de transcription paired-
box, Pax3 et Pax7, et de facteurs de transcription bHLH (basic helix-loop-helix) MRF
(myogenic regulatory factors), MyoD, Myf5, MRF4 (ou Myf6) et Myogenin (Sambasivan and
Tajbakhsh, 2007) (Figure 31). Les protéines Pax3 et Pax7 sont toutes deux nécessaires, et ont

des fonctions redondantes, pour l'apparition des progéniteurs musculaires. Tout au long de la
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Chapitre Il : 2) Myogenése et régénération musculaire

myogenése, des cellules souches Pax3 et Pax7 positives migrent depuis le DM central pour
assurer un apport constant de progéniteurs au niveau du myotome (Relaix et al., 2005). En
revanche les progéniteurs migrants a partir de la lévre hypaxiale sont sous la seule
dépendance de Pax3 et les souris mutantes Pax3”" ne développent pas de muscle au niveau
des membres (Tremblay et al., 1998). Pax7 serait plus important pour la survie cellulaire et le
renouvellement du stock de progéniteurs, les souris Pax7" ne présentent pas de phénotype
musculaire a la naissance mais sont incapables de régénérer leurs fibres 1ésées (Relaix et al.,
2006). Les genes MyoD et Myf5 sont des cibles des facteurs de transcription Pax3 et Pax7
(Bajard et al., 2006; Relaix et al., 2006). MyoD et Myf5 sont des facteurs de transcription
majeurs pour déterminer les progéniteurs vers la lignée musculaire (Tajbakhsh et al., 1997).
Les simples mutants MyoD™ ou Myf5" présentent une musculature appropriée 4 la naissance,
en revanche le phénotype des doubles mutants MyoD™” Myf5"" est trés sévére avec une absence
totale de musculature squelettique au niveau du tronc et des membres (Rudnicki et al., 1993).
Ce phénotype rend compte de la redondance fonctionnelle et de 1'importance cruciale de ces
facteurs myogéniques. Myogenin est requis pour la différenciation des précurseurs en
myofibres (Hasty et al., 1993; Nabeshima et al., 1993). La fonction de MRF4 au cours de la
différenciation musculaire de I'embryon est moins évidente. Il joue un role au cours de la
vague embryonnaire dans la détermination des myoblastes et peut aussi activer I'expression de

Myogenin pour induire la différenciation (Kassar-Duchossoy et al., 2004).
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Figure 32 : Cellules satellites et régénération musculaire.

A. L'histologie d'un tissu musculaire normal présente des fibres a noyaux périphériques. Un muscle en
régénération présente des fibres a noyaux centraux.

B. Une myofibre normale, en haut, présente des noyaux périphériques et des cellules satellites situées entre
le plasmalemme (rose pale) et la membrane basale (rouge). Lorsque le muscle est [ésé, les cellules satellites
sont activées et se différencient en myoblastes qui fusionnent pour donner de nouvelles myofibres. Un
autorenouvellement des cellules satellites est également assuré. La myofibre du muscle en régénération
présente des noyaux centraux et des cellules satellites. Au cours de ce processus, différents génes (bleus)
sont activés ou réprimés a des moments précis pour assurer l'activation, la détermination, la différenciation et
la fusion des cellules musculaires ainsi que I'autorenouvellement des cellules satellites.

(Adapté de Sambasivan et Tajbakhsh, 2007)




Chapitre Il : 2) Myogenése et régénération musculaire

2-2) Régénération musculaire

A l'age adulte, les muscles striés squelettiques sont composés de cellules syncitiales,
les myofibres (figure 32). Au cours de la maturation des cellules musculaires, les noyaux se
décentrent en périphérie. Autour de ces myofibres, entre le plasmalemme et la membrane
basale, se trouvent de petites cellules quiescentes : les cellules satellites. Ces cellules sont
considérées comme les cellules souches musculaires, progéniteurs capables de régénérer le
tissu musculaire en cas de Iésions (Le Grand and Rudnicki, 2007; Sambasivan and Tajbakhsh,
2007). Lorsque les cellules satellites quittent 1'état de quiescence, elles sont alors activées :
elles proliférent, migrent au niveau de la lésion, se différencient et fusionnent pour donner de
nouvelles fibres musculaires. Au cours de ce processus, une petite partie des cellules garde les
caractéristiques de cellules satellites, assurant ainsi I'auto-renouvellement du stock de cellules

souches/progéniteurs.

L'activation des cellules satellites se fait sous le controle de plusieurs facteurs micro-
environnementaux tels que le HGF (hepatocyte growth factor) et les FGF (fibroblast growth
factors). En effet, les fibres musculaires 1ésées peuvent libérer du HGF ou des oxydes d'azote
capables d'induire la sécrétion du HGF. Ce facteur de croissance peut entrainer les cellules
satellites dans la voie de la régénération (Tatsumi et al., 1998). Les FGF permettent de
promouvoir la voie myogénique MAPK/p38 et ainsi d'activer les cellules satellites (Jones et
al., 2005). Par ailleurs, les IGF ont également un role au cours de la régénération dans la
prolifération et la différenciation/fusion des myoblastes. Les facteurs sécrétés par les cellules
immunitaires, migrant vers un muscle 1ésé, ont également un role important dans le processus

de régénération (Charge and Rudnicki, 2004).

La population des cellules satellites semble étre hétérogene. Les cellules satellites
expriment les marqueurs Pax3 et Pax7, Pax 7 étant essentiel a la survie et au renouvellement
du pool de cellules progénitrices (Relaix ef al., 2006). Certaines expriment également Myf5.
Il semble que la cellule satellite se divise de facon asymétrique, certaines cellules filles
resteront Myf5- et assureront l'auto renouvellement, d'autres vont exprimer Myf5 et étre plutot
déterminées vers un destin musculaire (Kuang et al., 2007). Ces cellules activées vont subir
une expression séquentielle des facteurs de transcription pour se différencier, fusionner et
former les nouvelles fibres (figure 32). MyoD permet le passage de cellules satellites activées
en myoblastes, Pax3 est alors réprimé par ubiquitination et dégradation. Ensuite, l'activation

de Myogenin est nécessaire a la formation de myotubes et myofibres. Myogenin inhibe
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Chapitre Il : 2) Myogenése et régénération musculaire

I'expression de Pax7. Myf5 est également réprimé suivi de MyoD (revues par (Le Grand and

Rudnicki, 2007; Sambasivan and Tajbakhsh, 2007).

Plusieurs études apportent des données intéressantes concernant la division des
cellules satellites pour assurer les fonctions de régénération et d'auto-renouvellement. Dans ce
but, les cellules satellites se divisent de fagon asymétrique et au moins trois caractéristiques
ont été rapportées.

La premiere concerne I'ADN : en phase S, I'ADN de la cellule mere sert de matrice a la
synthése du nouveau brin d'ADN. Dans les cellules différenciées, au cours de la mitose qui
suit, les brins matrices et néosynthétisés sont partagés au hasard entre les cellules filles, ce qui
est visible par dilution d'un marquage BrdU réalisé en phase S. En revanche, les cellules
souches ont tendance a "retenir" les brins matrices dans une cellule et séparer les brins
néosynthétisés dans l'autre cellule fille, le marquage BrdU étant alors visible dans une seule
des deux cellules apres division. Cette particularité a ét¢ montrée pour les cellules souches
musculaires, 50% d'entre elles retenant les brins matrices (Shinin et al., 2006; Conboy et al.,
2007). Ce phénoméne pourrait permettre aux cellules souches de conserver I'ADN le plus
proche possible des conditions originales sans les "erreurs de copies" qui peuvent avoir lieu
au cours de la réplication. Cette théorie du "brin immortel" est toutefois controversée. Une
autre théorie de la "sceur silencieuse" (silent sister) décrit cette asymétrie comme due a une
différence des marques épigénétiques entres les deux chromatides du chromosome mitotique
(Lansdorp, 2007). En fonction des marques portées, les brins d'ADN seraient "tractés" par des
fuseaux mitotiques différents et ségrégeraient donc de maniére différentielle entre les deux
cellules filles. La cellule fille qui a hérité des marques actives au niveau des génes importants
pour le maintien de 1'état "souche" resterait dans un état plus proche de la cellule mére et
permettrait ainsi I'auto-renouvellement.

La deuxiéme originalité est la ségrégation du facteur Numb. Cette protéine est capable
d'inhiber la voie de signalisation Notch. Au cours de la division, Numb est retenu par la
cellule fille qui garde le brin d'ADN matrice et conserve les caractéristiques de cellule
satellite. Aussi, l'inhibition de la voie Notch pourrait étre importante pour
I'autorenouvellement de ces cellules souches. A l'inverse, les cellules en autorenouvellement
n'exprimeront pas le facteur Myf5 alors que les cellules déterminées pour le lignage

musculaire 1'exprimeront (Kuang ef al., 2007).
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Chapitre Il : 2) Myogenése et régénération musculaire

2-3) Myogeneése et Epigénétique

Ces derni¢res années, avec la croissance des connaissances en épigénétique, de
nouvelles données ont montré 1'implication notamment des micro-ARN et de I'Empreinte dans

le processus de myogenc¢se.

Plusieurs micro-ARN ont été décrits comme enrichis dans le muscle, notamment
miR-1, miR-133, miR-181, miR-191 et miR-206 (Callis et al., 2007). Dans un mod¢le de
myoblastes murins en culture, les cellules C2C12 et dans des embryons de Xénope, il a été
montré que miR-1 favorise la myogenese alors que miR-133 a plutot tendance a réprimer la
différenciation des cellules C2C12 (Chen ef al., 2006). MiR-1 réprime HDAC4, une histone
déacétylase qui peut inhiber la myogenése en réprimant l'expression du facteur de
transcription myogénique MEF2C (McKinsey et al., 2000). MiR-133 a pour cible le facteur
de transcription SRF (serum response factor), important pour la croissance et la maturation
musculaires grace a l'activation de geénes spécifiques musculaires (Li et al., 2005; Charvet et
al., 2006). Par ailleurs SRF et MyoD possédent des sites de fixation au niveau du locus des
miR-1 et 133. Cela suggere une boucle de régulation et une fonction importante pour ces
miRNA dans le développement du muscle squelettique. Enfin, il a récemment été décrit une
mutation ponctuelle dans le 3'UTR de I'ARNm au niveau du gene de la Myostatin, chez le
mouton Texel (Clop et al., 2006). Cette mutation entraine la création d'un site aberrant pour
miR-1 et miR-206, qui partagent la méme séquence "seed", inhibant ainsi la production de
protéine Myostatin dans le muscle squelettique. La Myostatin étant un régulateur négatif de la
myogenese, cela explique le phénotype d'hypertrophie musculaire des moutons. Ces exemples

illustrent bien le role régulateur important des miRNA musculaires dans la myogenése.

Par ailleurs, quelques études suggerent un role des génes soumis a I'Empreinte dans la
myogenese. Tout d'abord, il a été montré que le phénotype du mouton callipyge, caractérisé
par une hypertrophie musculaire généralisée postnatale, est du a une mutation au niveau du
locus soumis a I'Empreinte DIlk1/Gtl2 (Charlier et al., 2001). La surexpression de D/kI dans le
muscle squelettique post-natal chez la souris reproduit le phénotype callipyge, ce qui suggere
que la persistance de l'expression du geéne paternel D/kI, normalement réprimé en postnatal,
est responsable de 1'hypertrophie musculaire du mouton (Davis ef al., 2004). La régulation de
I'expression de ce géne soumis a I'Empreinte est donc importante pour une myogenese

correcte.

49



Chapitre Il : 2) Myogenése et régénération musculaire

D'autre part, une analyse par puce a8 ADN de geénes dont I'expression est induite ou
réprimée au cours de la régénération musculaire murine a été réalisée. Parmi les 3500 génes
altérés, sept génes soumis a I'Empreinte sont induits au cours du processus de régénération et
corégulés avec les facteurs de régulations myogéniques (MRF) tels que Myogenin : H19, Igf2,
Cdknlc, Zacl, Mest, Peg3 et Rex3/BexI (Yan et al., 2003). Leur induction est également
abolie apres irradiation, éliminant les cellules satellites et bloquant la régénération,
contrairement a d'autres genes comme CyclinDI ou Csfl qui restent induits. Cette donnée
suggere un role important de ces génes soumis a I'Empreinte dans l'activité des cellules

satellites musculaires.
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H19 et Igf2 sont deux génes

étroitement [1és
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Figure 33 : Structure du géne H19 murin.

Le géne H19 murin est composé de 5 exons et 4 courts introns. Il s'étend sur 3 kb et permet la production d'un

ARN de 2,3 kb.
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Figure 34 : Structure du géne Igf2 murin.
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A. Le géne Igf2 murin est composé de 8 exons (nommés Pseudo 1 et 2, qui sont en fait les exons placentaires,
et exons 1 a 6). La séquence codant la pro-IGF2 est située sur les exons 4 a 6 (rouge fonceé). La transcription
se fait a partir de quatre promoteurs alternatifs a spécificité tissulaire et les transcrits subissent un épissage
alternatif. Quatre ARNm sont ainsi obtenus : PO, placentaire, P1, exprimé principalement dans le foie, P2 et

P3, qui sont exprimés dans la plupart des tissus embryonnaires et placentaires.

B. Dans I'exon 6, au niveau du 3'UTR, deux éléments forment un duplex stable qui permet de former une
structure tige-boucle. Cela permet de former une boucle qui va servir de site pour un clivage
endonucléotidique spécifique. Ce clivage donne lieu a un ARN 5' instable contenant la séquence codante de

I'ARN et un ARN polyA stable de 1,7 kb. (Adapté de van Dijk et al., 2000)




Chapitre Il 1) Le produit du géne H19 est un ARN non codant

1) Le produit du géne H19 est un ARN non codant
1-1) La découverte du géne H719

Le geéne H19 a été cloné pour la premicre fois en 1984 dans une librairie d’ADNc de
foie embryonnaire ayant un profil d’expression similaire a celui de 1’a-foetoprotéine (Pachnis
et al., 1984). Le nom de ce géne, H19, vient du fait que sur le filtre utilisé pour le clonage,
I'ADNc correspondant était contenu dans la 19°™ colonie bactérienne de la ligne H
(Tilghman, 2006). 11 a ensuite ét¢ décrit comme MyoH dans la banque d’ADNc spécifiques
des myoblastes ou a été isolé le gene MyoD (Davis et al., 1987). L’ADNc H19 fait également
partie d’une librairie de genes différentiellement exprimés entre les cellules souches
embryonnaires (Embryonic Stem Cells ou ES) et les corps embryonnaires (EB pour Embryoid

Bodies) (Poirier et al., 1991).

1-2) Le géne H19 est lié au géne Igf2
1-2-1) Structure des géenes H19 et Igf2

Le géne H19 est situé sur la partie distale du chromosome 7 murin et composé de 5
exons séparés par de courts introns et s'étend sur 2,5 kilobases (Pachnis et al., 1988) (Figure
33). Le gene est transcrit par 'ARN polymérase II, 'ARN est coiffé, polyadénylé et épissé et
I'’ARN mature a une taille de 2,3 kb (Brannan et al., 1990). Il est exprimé uniquement a partir
de l'allele maternel chez la souris et chez I'humain (Bartolomei ef al., 1991; Zhang and Tycko,

1992).

Sur le chromosome 7 murin, H/9 est physiquement li¢ au géne Igf2 (Zemel et al.,
1992). L'expression du facteur de croissance embryonnaire Igf2 est trés finement régulée sur
le plan transcriptionnel : il posséde quatre promoteurs alternatifs et subit un épissage alternatif
(Figure 34). Les quatre transcrits produisent toutefois le méme polypeptide puisque la
séquence codante est située dans les exons communs 4 a 6 (Moore et al., 1997). Les ARNm
subissent également une régulation post-transcriptionnelle, un site de clivage
endonucléotidique spécifique étant localisé¢ dans le 3'UTR commun a tous les transcrits. Ce
clivage fait intervenir des séquences conservées sur 'ARNm qui permettent la formation
d'une structure tige-boucle complexe avec un site de clivage faisant intervenir des

appariement non Watson-Crick (van Dijk et al., 2000). Ce mécanisme produit un ARN non
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Stade

Expression du géne H19

Expression du géne Igf2

Oeuf fécondé —
(E0.5) Non détecté Non détecté
Morula —
(E2.5) Non détecte Non détecté
Blastula précoce
(E3.5) Non detecte Traces
Blastula agée
(E4_5) Trophectoderme Traces

Post-implantation
(E5.5)

Cbne ectoplacentaire
Endoderme et ectoderme extra-
embryonnaires

Biallélique

Cbne ectoplacentaire
Endoderme et ectoderme extra-
embryonnaires

Biallélique

Gastrulation

Endoderme et ectoderme extra-
embryonnaires

Endoderme et ectoderme extra-
embryonnaires

(E6.5) Biallélique Biallélique
. Annexes extra embryonnaires Annexes extra embryonnaires
A partir de Préférentiellement maternelle Monoallélique paternelle
E8.5 Endoderme et mésoderme Endoderme et mésoderme
embryonnaires embryonnaires
Monoallélique maternelle Monoallélique paternelle
Profil a
E13.5
Annexes extra embryonnaires Annexes extra embryonnaires
Monoallélique maternelle Monoallélique paternelle
Endoderme et mésoderme embryonnaires Endoderme et mésoderme embryonnaires
Plexus choroide et leptoméninges Monoallélique paternelle
Monoallélique maternelle Plexus choroide et leptoméninges
Biallélique
Post natal Répression rapide dans la plupart des tissus | Répression rapide dans la plupart des tissus
Adulte Expression forte dans le muscle squelettique Expression biallélique et
(a partir de Traces dans thymus, coeur et poumons P q

3 semaines)

Monoallélique

restreinte au plexus choroide

Tableau 5 : Expression embryonnaire coordonnée des génes H19 et Igf2.

Le géne H19 s'exprime a partir du stade péri-implantatoire dans les annexes extra-embryonnaires (indiqué en
rouge) puis dans l'embryon proprement dit (indiqué en bleu) aprés la gastrulation dans les tissus
endodermiques et mésodermiques. Le géne Igf2 a une expression quasiment identique. Les deux génes sont
réprimés apres la naissance sauf dans le muscle squelettique pour le géne H19 et dans le cerveau pour le
gene Igf2. (Photos tirées de Leighton et al, 1995)




Chapitre Il 1) Le produit du géne H19 est un ARN non codant

codant stable de 1,7 kb correspondant a l'extrémité polyadénylée du 3'UTR dont la fonction

est inconnue (Nielsen and Christiansen, 1992).

1-2-2) L'expression des génes H19 et Igf2 est étroitement coordonnée

L'expression du gene H19 est détectable a partir du stade péri-implantatoire dans les
annexes extra-embryonnaires. Son expression est alors biallélique avec un biais vers
'expression maternelle qui va s'accroitre tout au long de la période utérine (Szabo and Mann,
1995b). L'ARN est détecté dans I'embryon proprement dit apres la gastrulation et se focalise
dans les tissus dérivés de 1'endoderme et du mésoderme. La transcription est réalisée a partir
de l'allele maternel. Au cours de la vie embryonnaire, I'expression du géne H19 est trés forte
et comparable au niveau de la f-actin. Elle est ensuite fortement réprimée apres la naissance
dans la plupart des tissus, mais reste faiblement présente dans le thymus, le ceeur et les
poumons et forte dans le muscle squelettique (Poirier et al., 1991; Leighton et al., 1995b;
Weber et al., 2001). Ce profil est comparable a celui du gene Igf2 adjacent (Tableau 5) qui
s'exprime également assez fortement dans les tissus endodermiques et mésodermiques mais a
partir de l'alléle paternel et s'éteint en trois semaines aprés la naissance dans tous les tissus a

I'exception du cerveau (Lee ef al., 1990).

Cette expression coordonnée et réciproque d'alléle s'explique par la compétition des
enhancers pour les deux genes et le systeme d'insulation de CTCF (Figure 23). La seule
exception connue est l'expression dans le cerveau au niveau du plexus choroide et des
leptoméninges. Dans ces tissus, la transcription du géne H/9 est monoallélique maternelle
mais celle du geéne /gf2 est biallélique (DeChiara et al., 1991; Svensson et al., 1995). Cela
peut étre du a des enhancers spécifiques de ce tissu et du géne Igf2, décrits dans une région

conservée située entre 30 et 40 kb en amont du géne H19 (Charalambous et al., 2004).

1-3) Fonctions proposées pour le géne et ’ARN H719
1-3-1) Le produit du géne H19 est un ARN non traduit

Rapidement apres le clonage du gene, il est apparu que le produit de H/9 était un
ARN non codant. Ce geéne, particulierement sa structure exons-introns, est conservé chez le
poulet, le kangourou, l'opossum et les mammiféres placentaires (Smits et al., 2008). La

comparaison des séquences murines et humaines a montré en revanche qu'aucun cadre ouvert
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Figure 35 : Modéles murins d'invalidation du géne H79.

A. Structure du locus H19/Igf2. Les distances sont indiquées en kilobases.

B. Sur un allele maternel normal (WT pour Wild type), le géne Igf2 ne s'exprime pas. Les souris H19*'® sont
invalidées pour le géne H79 et les 10 kb en amont, qui comprennent le centre d'Empreinte (ICR). Le géne Igf2
s'exprime alors de fagon totalement biallélique dans les tissus endodermiques et mésodermiques. Les souris
H19%"3 ont une surcroissance de 27% par rapport aux souris sauvages. Les souris H19*% sont invalidées pour
les 3 kb du géne H179, I'ICR est préservé. Le gene Igf2 est réactivé sur l'alléle maternel dans les tissus
mésodermiques a un taux de 25% par rapport a I'alléle paternel d'une souris sauvage. Les souris H79*® ont
une surcroissance de 8% par rapport aux souris sauvages.
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de lecture (ORF pour open reading frames) n'est conservé (Brannan et al., 1990).
L'ARN H19 est majoritairement cytoplasmique et pourrait étre associé aux polysomes
(Li et al., 1998). Sa structure prédite par bioinformatique semble complexe avec de

nombreuses tiges-boucles et conservée entre humain, rat et souris (Juan et al., 2000).

Le géne HI9 dans sa totalité partage 77% d'identité entre les séquences humaines et
murines. Cependant certaines séquences semblent particulicres, les exons 3, 4 et 5 ne sont
conservé qu'a 72% alors que la région 3' de l'exon 1 posséde 85% d'identité (Brannan ef al.,
1990). Cette région trés conservée permet la formation d'une structure tige-boucle sur 'ARN
(Pfeifer and Tilghman, 1994). Récemment, un miRNA, miR-675, a ét¢ décrit dans I'exon 1 du
gene H19 chez la souris et I'humain (Mineno et al., 2006; Cai and Cullen, 2007) et correspond
a la tige-boucle précédemment décrite. Ce micro ARN est conservé chez le kangourou et
I'opossum, l'apparition de miR-675 remonte donc a plus de 148 millions d'années, ce qui

suggere qu'il pourrait avoir un role important et conservé (Smits et al., 2008).

L'ARN non codant pourrait ainsi avoir une fonction sous sa forme ARN entier de
2,3 kb épissé et une autre sous la forme de miR-675. Le role de 'ARN non codant reste

encore inconnu et aucune cible du miRNA n'est encore décrite.

1-3-2) Modéles murins d'invalidation du gene H19

Afin d'¢lucider le role du gene H19, des modéles murins d'invalidation du geéne par
recombinaison homologue ont été produits. Dans le premier modéle, le géne HI9 a été
remplacé par le géne de résistance a la néomycine (Neo) et porte une délétion des 10 kb en
amont du géne (Figure 35). Ce modéele présente donc 13 kb modifiés par rapport a l'allele
sauvage (wt) et porte la référence HI/9*"” (Leighton ef al., 1995a). Le second modéle est
modifié sur les 3 kb du géne H19 et porte la référence H19*°. Chez ces souris, la cassette Neo
remplace le gene HI9 et une petite partie du promoteur (50 bp) est délétée (Ripoche et al.,
1997).

Bien que le géne H19 soit fortement exprimé au cours de I'embryogenése, son role au
cours du développement n'est pas fondamental car les souris knock-out sont viables et fertiles.

Elles présentent en revanche une surcroissance somatique différente selon le modéle : les
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Figure 36 : Production expérimentale d'embryons parthénogénétiques.

A. Etablissement de la méthylation des génes soumis a I'Empreinte au cours de I'ovogenése (rouge) et de la
spermatogenése (bleu). Les fleches rouges indiquent la naissance. Un ovocyte naif (ng pour non-growing) est
encadré en vert, il est dépourvu de méthylation d'Empreinte et va ensuite subir une phase de croissance.
L'ovocyte mature en fin de croissance (fg pour fully-grown) est encadré en jaune. L'ovocyte ovulatoire au stade
métaphase Il est encadré en rose.

B. Production d'embryon bimaternel a partir de noyau d'ovocyte naif non méthylé (ng) et d'ovocyte ovulé (fg).
L'embryon bimaternel parthénogénétique se développe aprés activation de I'ovocyte binucléé.

C. Phénotype des embryons parthénogénétiques. La létalité est retardée lorsque les génes soumis a
I'Empreinte sont exprimés de fagon plus appropriée grace a l'utilisation de noyaux naifs ng obtenus a partir des
mutants du géne H19.

(Adapté de Gosden et al., 2003 et Kono et al., 2006)
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HI19*" sont prés de 30% plus grandes que les sauvages, les souris H79 ont une croissance

accrue de 8%. Ce phénotype est visible dés la naissance et se conserve tout au long de la vie.

La surcroissance des animaux délétés pour le géne H19 s'explique par la réactivation
de l'allele maternel du géne du facteur de croissance Igf2 qui est normalement l'allele
silencieux. Cette réactivation est de 100%, par rapport a l'alléle paternel d'une souris sauvage,
et dans tous les tissus exprimant le géne Igf2, pour les souris H19*'? (Leighton ez al., 1995a).
Chez les animaux HI9*, la réactivation est partielle, de 25%, et restreinte aux tissus
musculaires striés (Ripoche et al., 1997; Yoshimizu et al., 2008). De ces données est née
l'idée d'une séquence de controle de I'Empreinte du geéne /gf2 dans les 10 kb en amont du géne
H19. En fait, les souris H19"" sont délétées pour le centre d'Empreinte (ICR), situé entre 2 et
4 kb en amont du geéne HI9, et ont donc une perte d'Empreinte du géne Igf2 dans tout
'organisme murin (Tremblay et al., 1995; Hark et al., 2000).

, . . . . . A3
La réactivation de 25% dans les tissus musculaires des souris H/9™ n'est pas encore
expliquée mais il pourrait s'agir d'une modification de l'architecture de la chromatine qui

permettrait le dialogue entre les promoteurs du géne /gf2 et des enhancers mésodermiques.

1-3-3) Souris parthénogénétiques et locus H19/Igf2

La notion d’Empreinte est apparue avec les expériences montrant que la
parthénogenese est impossible chez les mammiferes. L’équipe de Tomohiro Kono a pourtant
réussi a obtenir des souris parthénogénotes grace a des techniques d’embryologie
expérimentale complexes (Figure 36). En partant du principe que la méthylation est une
marque importante d’Empreinte établie au cours de la gamétogenese et que la plupart des IC
sont méthylés au cours de 1’ovogenése, ils ont produit des ovocytes binucléés avec un noyau
méthylé et I’autre non. Cet ovocyte mimerait ainsi un noyau marqué de 1I’Empreinte
maternelle (fg) et un noyau sans Empreinte (ng). Pour cela, un ovocyte naif (ng pour non-
growing) est prélevé chez une souris nouveau-née. Il est introduit dans un ovocyte mature (fg
pour fully-grown) au stade vésicule germinale et énuclée. Les ovocytes ng et fg sont
fusionnés et I’ovocyte obtenu est maturé in vitro. Le noyau de cet ovocyte est prélevé et
transplanté dans un ovocyte fg fraichement ovulé pour obtenir un ovocyte binucléé avec un

noyau naif et un noyau mature. L’ovocyte est activé avec du chlorure de strontium et cultivé
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Figure 37 : Résumé des travaux sur les embryons bi-maternels.

Les rectangles roses indiquent une expression appropriée des génes normalement exprimés a partir de l'alléle
maternel, les rectangles bleus indiquent une expression appropriée des génes paternels. Les délétions des
centres d'Empreinte sont indiquées par des traits rouges.

A. Embryon normal. Expression monoallélique des génes Igf2 et H19 et des génes DIk1, Ril1, Dio3 et des
ARN non codants maternels. Génotype viable.

B. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng wt. Expression biallélique des ARN non codants,
répression des genes codant des protéines aux loci H19/Igf2 et DIk1/GtI2/Dio3. Génotype létal a E13.5.

C. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng H19A3. Expression appropriée au locus H19/Igf2, mais
dérégulation au locus DIk1/GtI2/Dio3. Génotype létal a E17.5.

D. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng AICR H19/Igf2. Expression appropriée au locus H19/Igf2,
mais dérégulation au locus DIk1/GtI2/Dio3. Génotype a létalité néonatale avec faible taux de survie.

E. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng AIG-DMR DIk1/GtI2/Dio3. Expression appropriée au locus
DIk1/GtI2/Dio3, mais dérégulation au locus H19/Igf2. Génotype a létalité périnatale.

F. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng AICR AIG-DMR. Expression appropriée aux loci H19/Igf2
et DIk1/GtlI2/Dio3. Génotype viable.

(Adapté de Kawahara et al. 2007).
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in vitro pendant 3.5 jours avant d’étre transplant¢ au stade morula/blastocyste dans des

femelles pseudogestantes (Kono, 2006).

Les embryons parthénogénotes et gynogénotes meurent autour de E9.5 (McGrath and
Solter, 1984; Surani et al., 1984). Les embryons ng/fg ont un développement prolongé et se
résorbent a E13.5 (Kono ef al., 1996). Ces embryons par rapport aux parthénotes ont une
expression appropriée des genes soumis a ’Empreinte Mest, Peg3, Snrpn, Igf2R et Cdknlc.
En revanche, le gene H19 est exprimé de fagon biallélique et le gene /gf2 est réprimé (Obata
et al., 1998) (Figure 37). Ces expériences ont suggéré que le locus H19/Igf2 pouvait jouer

un role important dans ’arrét de développement des embryons parthénogénotes.

Aussi, 1’équipe de Kono a utilisé les mutants H/9" et H19*"? comme source de noyau

ng afin de rétablir une expression monoallélique du géne H79 et une expression du géne /gf2.

H]9A3/fgwt

Les souris ng ont un développement prolongé jusqu’a E17.5 (Kono et al., 2002), ce

qui confirme le role de ces génes dans 1’arrét de développement. A partir des ovocytes

ngH19A13/fth

de I’expression des genes chez un nouveau-né vivant comparé a des souris sauvages montre

, deux nouveaux-nés vivants ont pu étre obtenus (Kono et al., 2004). L’analyse

une expression appropriée des geénes soumis a I’Empreinte. Ces expériences montrent

I’importance du locus H19/Igf2 dans le contréle du développement parthénogénétique.

H]9A13/fgwt

Par ailleurs les animaux ng qui n’ont pas survécu présentent une répression

du geéne DIkl et la surexpression du géne Gt/2. Aussi, les mémes expériences ont été

AIG-DMR/fth

reconduites avec des embryons ng pour lesquels le noyau ng porte une délétion du

centre d’Empreinte du locus DIkl (cet ICR est appellé IG-DMR) (Figure 37). Ces embryons
survivent jusqu’a la naissance mais meurent par incapacité respiratoire (Kawahara et al.,
2007a). En revanche, les embryons ng*'“R A1G-DMR,gowt

pour le centre d’Empreinte des loci H19/Igf2 (ICR) et DIkl (IG-DMR), sont viables et le taux

, dont le noyau ng est délété a la fois

d’obtention est équivalent a celui d’embryons obtenus par fécondation in vitro (Kawahara et

al., 2007b).

L’ensemble de ces résultats suggerent un role a la fois des loci H19/1gf2 et DIkl dans

AIG—DMR/fth

le contréle de la parthénogenése. La non-viabilité des souris ng peut s’expliquer

par I’absence d’expression du gene Igf2 ou I’expression biallélique du géne H19. Or les souris
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Igﬁ” " sont viables et fertiles, ce qui suggere que la surexpression de I’ARN H/9 pourrait étre

un évenement important de la 1étalité (Kawahara et al., 2007a).

1-3-4) Le géne H19 : un géne suppresseur de tumeur ?

Le locus 11p15.5 humain est impliqué dans les pathologies humaines de Beckwith-
Wiedemann (voir point 2 de ce chapitre) et dans les tumeurs de Wilms, qui sont des tumeurs
rénales. Ces observations ont permis d'émettre I'hypothése de la présence d'un geéne
suppresseur de tumeur a ce locus. Parmi les candidats, ' ARN H/79 de fonction inconnue a été
extensivement étudié. L'activation du géne dans plusieurs types de tumeurs du sein, de la
vessie ou des poumons a été rapportée, ouvrant une controverse sur le role oncogénique ou

suppresseur de tumeur de I'ARN H/9.

En faveur du réle suppresseur de tumeur, les premicres expériences menées sur des
cultures de cellules issues de tumeurs embryonnaires transfectées par un vecteur d'expression
d'H19 ont montré son rdle dans le ralentissement de la croissance des cellules tumorales. De
plus, ces cellules transfectées perdent leur capacité de clonage en agar et de tumorigenicité
dans les souris nude (Hao et al., 1993). Par ailleurs, 1'expression du gene H/9 est souvent
réduite ou abrogée dans les tumeurs de Wilms (Moulton et al., 1994). Ce phénoméne est un
éveénement précoce puisque les génes H19 et Igf2 sont exprimés dans les cellules interstitielles
des reins de patients atteints de tumeurs de Wilms mais l'expression de ' ARN H/9 est perdue

des le stade nephrogénique (Cui et al., 1997).

D'autres équipes ont montré la réactivation du gene H/79 dans les cancers du sein, des
poumons ou de la vessie (Berteaux et al., 2005). Par ailleurs, 1'oncogeéne c-Myc est capable de
se fixer au promoteur du géne pour induire l'expression de I'ARN H/79 dans des cellules de
lignées tumorales de poumons et de sein. Un knock-down de 'ARN H/9 dans ces lignées
inhibe la capacité de clonage en agar, suggérant un role de I'ARN dans la croissance cellulaire
sans ancrage (Barsyte-Lovejoy et al., 2006). Ces résultats suggérent un role oncogénique

pour le gene H19.

Dans notre laboratoire, nous avons trés récemment démontré le role suppresseur de
tumeur du géne H19 dans trois modeles murins (Yoshimizu et al., 2008). Cet article vous sera

présenté dans la partie résultats de ma these, qui va suivre.
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2) Pathologies humaines associées aux genes H19/Igf2
2-1) Le syndrome de Beckwith-Wiedemann

Le syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS, OMIM 130650) est une maladie de
surcroissance feetale associée a une prédisposition au développement de tumeurs
embryonnaires. Les signes cliniques de cette pathologie sont hétérogenes et les plus fréquents
sont une macroglossie (95%), une macrosomie (80%), des anomalies de fermeture de la paroi
abdominale (65%) et des viscéromégalies (50%). On trouve également une hypoglycémie
post-natale, des anomalies des oreilles et une hémihypertrophie dans environ 30 a 40% des
cas. Par ailleurs, 7 a 10% des enfants atteints développent des tumeurs au cours de leurs
premicres années de vie, majoritairement des tumeurs rénales de Wilms mais aussi des
hépatoblastomes, des tumeurs corticosurrénales, des neuroblastomes ou des

rhabdomyosarcomes.

Le BWS est une maladie liée a 'Empreinte parentale, qui résulte d'une dérégulation
d'un ou plusieurs génes du locus 11pl15.5. Cette région est composée de deux domaines
soumis & I'Empreinte’ : le premier comporte les génes H19 et Igf2 (Figure 23) et le second est
régulé par l'expression de 'ARNnc LIT] (Figure 26). Dans 60% des cas, une perte de
méthylation de I'CR2 est observée, conduisant a une expression biallélique de I'ARN
régulateur LIT] et a une réduction de I'expression du géne de la kinase inhibitrice du cycle
cellulaire Cdknlc. L'ICR1 et le promoteur du géne H19 présentent quant a eux un gain de
méthylation dans 10% des cas, conduisant a la perte de I'ARN H/9 et a l'expression
biallélique du geéne /gf2. Parfois, une LOI du geéne Igf2 est trouvée sans modification de
l'expression du geéne H79. Dans 20% des cas, une unidisomie paternelle (patUPD pour
paternal uniparental disomy) est constatée et conduit a la surexpression du gene /gf2 et a la
répression du géne Cdknlc. Dans 5% des BWS, la pathologie est associée a une mutation
causant une perte de fonction de la protéine CDKNI1C. Enfin dans moins de 2% des cas, des
anomalies cytogénétiques (inversion, trisomie partielle ...) sont présentes (revues par Enklaar

et al.,2000).

Pour la plupart des malades, le syndrome de Beckwith-Wiedemann semble associ¢ a la

réduction de I'expression du gene antiprolifératif Cdknic et a la surexpression du facteur de

" Pour ce locus 11p15.5, les ICR sont nommés ainsi : I'TCR1 est celui qui contrle les génes HI9/Igf2 et
I'ICR2 est celui du domaine Kengl/Litl.
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Chapitre Il 2) Pathologies humaines associées aux genes H19/Igf2

croissance IGF2. Le modéle murin du BWS associe d'ailleurs la perte de fonction de Cdknlc

7XP2) "avec la LOI du géne Igf2, par croisements entre les souris

(également appelé p5
p578F 2 et H192 (Caspary et al., 1999). Les souris doubles hétérozygotes maternelles
n'expriment pas les génes Cdknlc et H19 et surexpriment le gene /gf2. Elles présentent une
macrosomie, une macroglossie et des malformations de la paroi abdominale, qui sont les

caractéristiques principales du BWS.

Le BWS est associé¢ a une prédisposition au cancer. De nombreuses ¢tudes ont été
développées pour établir un lien entre les défauts moléculaires des patients et le risque de
tumeur, afin d'assurer un meilleur suivi médical. Le risque de tumeur est maximal en cas de
défaut de méthylation de 1'ICR1 (~30%) et de patUPD (~25%). Le développement de cancer
est beaucoup moins fréquent chez les patients présentant une mutation du géne Cdknlc
(~10%) ou un défaut de méthylation de I'lCR2 (<5%), ces groupes de patients ne développant
par ailleurs jamais de tumeurs de Wilms (Cooper et al., 2005). Aussi, ces résultats indiquent
que le locus H19/Igf2 est plus impliqué dans la tumorigene¢se que le domaine Cdknlc. Cela
peut étre du au déréglement du facteur de croissance IGF2 ou a celui d'un géne suppresseur de

tumeur, comme H/9.
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Chapitre Il 2) Pathologies humaines associées aux genes H19/Igf2

2-2) Le syndrome de Silver-Russell

Le syndrome de Silver-Russell (SRS, OMIM 180860) est une maladie caractérisée par
un retard de croissance intra-utérin (RCIU) avec périmétre cranien préservé, une petite stature
conservée en post-natal et a 1'age adulte, une dysmorphie faciale (front bombant et bas du
visage fin) et une hémihypertrophie du corps (Abu-Amero et al., 2008). Les enfants atteints
peuvent également présenter des difficultés alimentaires ainsi que des troubles de

l'apprentissage variables.

Le SRS est en général sporadique, mais des transmissions autosomiques dominantes
ou autosomiques récessives ont été¢ rapportées. La présence d'unidisomie parentale dans ce
syndrome a conduit a soupgonner que cette maladie est liée a I'Empreinte Parentale. Jusqu'en
2005, le chromosome 7 humain était trés étudié puisque dans 10% des cas de SRS environ,
une unidisomie maternelle de ce chromosome est présente (Eggermann et al., 1997; Preece et
al., 1997). Ce chromosome porte deux loci soumis a I'Empreinte comprenant les génes Grb10,
Sgce, Pegl0, Mest et Copy2.

Le SRS étant une maladie de croissance tout comme le BWS et compte tenu du rdle
crucial de la région 11p15.5 associée dans la croissance, Gicquel et coll ont étudié cette région
dans plusieurs patients SRS. Ils ont observé une déméthylation de I'ICR du locus H19/Igf2
(Gicquel et al., 2005). Parallelement des patients présentant une unidisomie maternelle de la
région ont été¢ génotypés (Eggermann et al., 2005). Une analyse d'une grande cohorte de
patient SRS a pu impliquer la déméthylation de 1'ICR et du promoteur du géne H179 dans 60%
des cas de SRS (Netchine et al., 2007). De plus cette analyse lie I'hypométhylation avec la
sévérité phénotypique des patients. Il a été proposé que la déméthylation de l'all¢le paternel de
I'ICR permette la fixation de CTCF de fagon biallélique. Les enhancers ne peuvent donc pas
activer le géne /gf2 qui est totalement réprimé alors que le géne H/9 s'exprime de fagon
biallélique. La répression du facteur de croissance IGF2 expliquerait ainsi le RCIU et la petite

stature conservée en post-natal.
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Article 1 The H19 gene: regulation and function of a non-coding RNA

Introduction

Lors du congrés "Genomic Imprinting Workshop" de Montpellier, organisé¢ a
'occasion des 20 ans de la découverte de I'Empreinte Parentale par Davor Solter et Azim
Surani en 1984, nous avons été sollicitées pour participer au numéro spécial "Genomic

Imprinting" de la revue Cytogenetic and Genome Research (vol 113, No. 1-4, 2006).

Nous avons décidé de consacrer notre article a une revue de synthése portant sur le
geéne H19. En effet, ce géne présente un intérét particulier puisqu'il est trés abondamment
transcrit au cours de I'embryogenese, qu'il fut parmi les premiers génes soumis a I'Empreinte
découverts et que son produit fut le premier ARN non codant transcrit par I'ARN polymérase
IT décrit. Depuis son clonage en 1984, de nombreuses études ont été réalisées sur la régulation
de l'expression et les séquences impliquées ont été étudiées grace a de nombreux modeles
murins transgéniques. Par ailleurs, la question de la fonction de I'ARN H/79 a été adressée par
des modeles d'invalidations et des études in vitro. 1l a également été trés étudi¢ dans les

tumeurs humaines ou il est souvent abondamment exprimé.

Le but de cette revue était de rassembler les données de la littérature sur le geéne
atypique qu'est H/9, afin de proposer une vision d'ensemble de sa régulation et des pistes

apportées quant a sa fonction. Cette revue a été soumise a peer-review.
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Abstract. The HI9 gene encodes a 2.3-kb non-coding
mRNA which is strongly expressed during embryogenesis.
This gene belongs to an imprinted cluster, conserved on
mouse chromosome 7 and human chromosome 11pl15. HI9
is maternally expressed and the neighbouring Igf2 gene is
transcribed from the paternal allele. These two genes are co-
expressed in endoderm- and mesoderm-derived tissues dur-
ing embryonic development, which suggests a common mech-
anism of regulation. The regulatory elements (imprinted con-
trol region, CTCF insulation, different enhancer sequences,
promoters of the two genes, matrix attachment regions) con-

fer a differential chromatin architecture to the two parental
alleles leading to reciprocal expression. The role of the H19
gene is unclear but different aspects have been proposed. H19
influences growth by way of a cis control on Igf2 expression.
Although H19”~ mice are viable, a role for this gene during
development has been suggested by viable H9~/~ partheno-
genetic mice. Finally it has been described as a putative tu-
mour suppressor gene. H19 has been studied by numerous
laboratories over the last fifteen years, nevertheless the func-
tion of this non-coding RNA remains to be elucidated.
Copyright © 2006 S. Karger AG, Basel

The H19-Igf2 locus has been a paradigm for the study of
genomic imprinting for over fifteen years. This locus contains
the H19 gene, which is maternally expressed and the pater-
nally expressed Igf2 gene (insulin-like growth factor 2). These
genes are 90 kb apart and define a region in which many reg-
ulatory elements have been identified, mainly using targeted
germ line deletions or transgenes in the mouse. This locus
belongs to a large 1 Mb cluster of imprinted genes on the dis-
tal part of mouse chromosome 7.
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H19 RNA

The murine H19 gene was originally isolated in four dif-
ferent laboratories: 1) as a member of the myogenic factors, at
the same time as MyoD and called at that time MyoH (Davis
et al., 1987), i1) during a search for genes coordinately regu-
lated with the a-foetoprotein gene by the Raf gene (Pachnis
et al., 1988), iii) as an upregulated gene upon embryonal car-
cinoma differentiation (Wiles, 1988), and iv) as a differen-
tially expressed gene upon screening of non-differentiated ES
cells and differentiated embryoid bodies (Poirier et al.,
1991).

The 2.5-kb gene is composed of five exons and four small
introns and the H19 RNA is fully capped, spliced and poly-
adenylated. The H19 gene was found to be monoallelically
expressed from the chromosome of maternal origin in mouse
and in human and, with Igf2, was defined as one of the first
imprinted genes (Bartolomei et al., 1991; Zhang and Tycko,
1992).

Upon comparison of the murine and human sequences, it
did not appear to have any conserved long open reading
frame. It was concluded that the product of this gene was an
untranslated RNA (Brannan et al., 1990).
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Fig. 1. Common enhancers of the H19 and Igf2 genes. (A) Dis-
tances in kb from the H19 gene transcription start. (B) Igf2/H19 locus
and enhancer positions. CS: human/mouse conserved sequences. CS3
and 4 are endodermal enhancers (Endo), CS9 is a mesodermal enhancer
(Meso, Mu: skeletal muscle, To: tongue, He: cardiac muscle, Ki: kidney,
Lu: lung). HUC: H19 Upstream Conserved regions, HUC 1 and 2 are
mesodermal enhancers. The Imprinting Control Region is composed of
a differentially methylated region (DMR) and a silencer element (sil).

Expression profiles

The expression profile of H19 was examined in the mouse
during development; it was found by in situ hybridisation to
be strongly expressed in extraembryonic tissues as early as
E5.5 but not in the embryo itself before E8.5 (Poirier et al.,
1991). Later, it was shown, using the more sensitive and al-
lele-specific RT-PCR SNuPE assay, that HI19 expression
could be detected soon after implantation (E6.5). It is bialleli-
cally expressed at that time and strict monoallelic H19 expres-
sion is not detected until E10.5 (Szab6é and Mann, 1995a).

H19 is then highly expressed all through fetal develop-
ment, its level being comparable to the level of B-actin gene
expression. The adjacent Igf2 gene is expressed in the same
tissues as H19 (Lee et al., 1990). Thus these two genes have a
very tightly coordinated expression, with tissue and stage spe-
cific patterns. Mostly expressed in endoderm and mesoderm
derived tissues during fetal life, they are not found in the brain
or central nervous system, with the exception of leptomenin-
ges and choroid plexus. In all organs, these two genes are re-
ciprocally expressed, i.e. H19 is maternally and Igf2 pater-
nally expressed.

CS with no enhancer activity

[ Silencer element , DNA methylation repression

The DMR can bind the CTCF insulator protein and the silencer is able
to repress H 19 paternal expression. (C) Model for H19 and Igf2 expres-
sion. On the paternal allele (Pat), Igf2 is activated by the different me-
sodermal and endodermal enhancers but the enhancers downstream of
H 19 are blocked by the CTCF insulation on the maternal allele (Mat).
H191is activated by HUC and the downstream enhancer on the maternal
allele but repressed by the silencer on the paternal allele.

After birth, both genes are strongly down-regulated in all
tissues with the exception of skeletal muscle, in which H19
continues to be expressed (Weber et al., 2001).

Regulatory elements

In vivo systems are required to study genomic imprinting
since imprints are set during gametogenesis, to be then further
expressed during development or in adult life. During the past
ten years, more than 35 gene targeting events and transgenes
have been produced in the mouse around this locus (Arney,
2003). These mouse models have permitted identification of
a large number of regulatory elements, which are involved in
determining the differential expression of imprinted genes
(Fig. 1).

The H19 ICR, DMD or DMR

In the 10-kb region upstream from H19, several elements
of regulation have been identified, some having an important
role and others not.

An ICR (imprinting control region) or DMD (differen-
tially methylated domain) or DMR (differentially methylated
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region) was identified between —4 and -2 kb upstream of the
H19transcription start site (Tremblay et al., 1995, 1997). This
sequence contains CpGs which are methylated on the paternal
allele and fully unmethylated on the maternal allele. Differen-
tial methylation of the DMR occurs during spermatogenesis,
is present in the early embryo, is maintained during the ge-
nome-wide demethylation that occurs before implantation,
and is found all through development up to adulthood.

Deletion of this DMR leads to disruption of both 19 and
Igf2 expression thus suggesting that this region is an imprint-
ing center, capable of controlling in cis the expression of sev-
eral genes in this chromosomal region (Thorvaldsen et al.,
1998, 2002; Srivastava et al., 2000).

In vivo footprinting has shown that a zinc finger protein
called CTCF can bind to four sites on the unmethylated ma-
ternal ICR (Bell and Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000; Kan-
duri et al., 2000; Szabd et al., 2000). The binding of CTCF
creates a boundary element on the maternal allele and inhib-
its interaction of downstream enhancers with the Igf2 pro-
moters.

The H19 gene is controlled not only by the ICR but also
by a promoter, which is also differentially methylated. This
promoter region is methylated de novo after fertilisation on
the paternal chromosome and is a tissue-specific regulatory
element (Bartolomei et al., 1993; Ferguson-Smith et al., 1993;
Sasaki et al., 1995; Tremblay et al., 1995; Srivastava et al.,
2000). It is unmethylated on the maternal chromosome. How-
ever, when the CTCEF sites are mutated on the maternal allele,
the ICR can no longer bind CTCF. It becomes fully methyl-
ated post-fertilisation and this leads to methylation of the
H 19 promoter (perhaps through a spreading mechanism). Re-
duction of maternal H19 expression is observed as well as
increase of maternal Igf2 expression (Szabd et al., 2004).

It is now established that the ICR possesses three func-
tions: i) on the maternal chromosome, the ICR acts as an in-
sulator and mediates silencing of the Igf2 gene in cis; ii) on
the paternal chromosome, it is a transcriptional silencer
which represses the paternal H19 promoter (Drewell et al.,
2000); ii1) the ICR is responsible for imprinting establishment
with germ line differential methylation acquired during male
gametogenesis. This constitutes the primary epigenetic mark
responsible for imprinting of this locus.

Enhancers

Igf2 and H19 share other regulatory elements, including
several spatially and temporally regulated enhancers down-
stream of the H19 gene (Fig. 1).

Early on, two endodermal enhancers were identified down-
stream from H19. Their targeted deletion affects both Igf2
and H 19 expression, therefore implying that these enhancers
are common to the two genes (Yoo-Warren et al., 1988; Leigh-
ton et al., 1995b).

In a search for mesodermal enhancers, a study of sequence
conservation between human and mouse identified ten con-
served sequences (CS) in the 35-kb region downstream of H19
(Ishihara et al., 2000). CS3 and 4 are actually the endodermal
enhancers previously determined. A 130-kb YAC transgene
extending as far as +35 kb can recapitulate H79 imprinting
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in endoderm and mesoderm derived tissues, with the excep-
tion of heart, kidney and lung (Ainscough et al., 1997, 2000).
A BAC transgene extending further downstream (+120 kb)
was shown to contain not only skeletal muscle but also car-
diac muscle-specific mesodermal enhancers (Kaffer et al.,
2000). Finally, the minute (Mnt) mouse mutant has lost ex-
pression of Igf2 in mesoderm tissues and this phenotype is
due to a large inversion starting at CS9 (Davies et al., 2002).
Altogether these studies demonstrate that the skeletal muscle
and tongue specific mesodermal enhancers must be CS9.

In summary, three sets of enhancers have been determined
downstream of the H19 gene: endoderm-specific enhancers
located at +10 kb, skeletal muscle mesoderm-specific enhanc-
ers at +25 kb and other mesoderm-specific enhancers between
+35 kb and +120 kb for cardiac muscle, kidney and lung.

Another couple of putative mesoderm enhancers have
been identified upstream of H19: HUC 1 and 2 (H19 Up-
stream Conserved; Drewell et al., 2002).

The Igf2 gene seems to also possess its own mesodermal
enhancers in a region described as CCD (Centrally Conserved
Domain) at -32 to — 44 kb from the H19 transcription start.
CCD may have a silencer function in skeletal muscle and
positively regulate Igf2 expression in brain (Ainscough et al.,
2000; Jones et al., 2001; Charalambous et al., 2004).

Chromatin architecture

A primary imprint must be established in the germ line,
then stabilised by differential methylation on the ICR and/or
by histone modifications, which can be called a secondary
imprint. Tissue-specific factors are finally superimposed on
the basic imprinting signals to be read by the cellular tran-
scription machinery.

Aside from the H19 DMR, several DMRs have been de-
scribed for the Igf2 gene as well. A hierarchy of these different
DMRs in the H19-Igf2 locus has been established by bringing
together numerous targeted deletions all along the locus
(Lopes et al., 2003).

MAR sequences (matrix attachment regions) have also
been identified in this region and contribute to the complex
chromatin architecture of the locus which is starting to be
unravelled (Weber et al., 2003; Purbowasito et al., 2004).

A model of chromatin loops has also been proposed, lead-
ing to distribution of the genes in active and inactive nuclear
compartments (Banerjee and Smallwood, 1995; Murrell et
al., 2004; Kato and Sasaki, 2005).

Imprinting in the germ line

Imprinting is set during gametogenesis, is maintained
throughout development and in the adult somatic divisions.
It is then erased in the primordial germ cells (PGCs) at the
time when they enter and colonize the genital ridges (Szabo
and Mann, 1995b; Hajkova et al., 2002; Lee et al., 2002; Li et
al., 2004). In PGCs at E10.5, H19 and Igf2 are monoalleli-
cally expressed (Szabo et al., 2002). At E11.5, the postmigra-
tory PGCs enter the gonad and the imprint is erased: the two
genes become biallelically expressed. For the H19 gene, the
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imprint is then reset soon after in the male germ line: estab-
lishment of paternal-specific methylation of the DMR occurs
in spermatogonia as well as in spermatocytes (Davis et al.,
1999, 2000; Ueda et al., 2000). H19 is biallelically expressed
in spermatogonia, and H19 is not detected in spermatocytes
or spermatids (Szabd and Mann, 1995b). In the female germ
line imprints are acquired in the postnatal growth phase at the
diplotene stage of prophase I. Thus imprinting is erased in
non-growing (ng) oocytes and established again in fully-grown
(fg) oocytes (Obata et al., 1998, 2002; Lucifero et al., 2002).

Function of the H19 gene

In order to identify the function of H19, several targeted
deletions of this gene were produced and all the mice were
viable and fertile (Leighton et al., 1995a; Ripoche et al., 1997,
Jones et al., 1998; Schmidt et al., 1999).

The HI19A13 mutant consists of the deletion of a 13-kb
region covering 10 kb of the upstream region and the HI19
transcription unit; the H1943 mutation deletes only the 3-kb
transcription unit. Both mutations lead to an overgrowth phe-
notype, 27% in the case of H19A413 and 8% in the case of
HI19A3.

The molecular mechanism underlying this overgrowth is
linked with loss of imprinting of the adjacent Igf2 gene on the
maternal chromosome. In the H19A13 deletion, Igf2 is ex-
pressed at a level equivalent to the paternal allele in most
organs such as muscle and liver. In the H1943 deletion, loss
of imprinting is found in muscle but not in liver and the lev-
el of expression of the maternal Igf2 is approximately 25%.
This suggested that the H19 locus was able to control Igf2 ex-
pression in cis.

Since the H19413 mutant deletes the DMR, expression of
the maternal Igf2 allele can be explained by removal of the
boundary element, which allows access of the dowstream en-
hancers to the Igf2 promoter. The reason for maternal 1gf2
expression in the H19A43 mutant is still unclear.

Role in development

Since H19 was highly expressed during embryogenesis, it
had been expected that the deletion of this gene would lead
to embryonic lethality. It was therefore a surprise to find vi-
able H197~ mice and the possible conclusion from these
experiments was that H19 did not play a role during de-
velopment. However, the recent experiments of T. Kono,
investigating possibilities to prolong the development of par-
thenogenetic embryos, strongly suggest that H19 plays an
important role in development. T. Kono performed nuclear
transfer experiments using nuclei from non-growing oocytes
(ng) and from fully-grown oocytes (fg) and showed that the
embryos can survive to E13.5 (Kono et al., 1996). When
H197~ females were used as a source of ng oocytes, embryos
survived to E17.5 (H1943 mutation) and a live female was
born and shown to be fertile (1719413 mutation) (Kono et al.,
2002, 2004). This could be due either to overexpression of

Igf2 or to reduced expression of H19. The transcriptome anal-
ysis of this viable mouse shows that the situation is far from
being simple.

If H19 plays an important role in development, it is dif-
ficult to explain why no effect was seen in the targeted dele-
tions of H19. This is usually explained by redundancy. How-
ever no family of H19-like genes has been found by sequence
homology analysis. One could postulate that the H79 RNA is
associated with proteins in order to fulfill its role and that this
RNA can adopt a spatial structure specific to its protein part-
ners. Perhaps other RNAs could bind to the protein partners
and this association would lead to a functional redundancy.

Trans effect of H19 RNA

The overgrowth phenotype of the H19 deletion mutants
could be due to several causes: it could be the deletion of the
locus itself which would modify the chromatin structure of
the region and change the accessibility of the /gf2 promoter,
allowing its expression from the normally silent maternal al-
lele. Or it could be the H19 RNA itself which could interfere
in the loss of imprinting of /gf2. This would imply that H19
could play a role not only in cis but also in trans. This has
been suggested by several different approaches:

(i) In the H19A3 and A13 mutants, methylation profiles of
the Igf2 DMRs have shown a modification of the methylation
levels on the opposite allele, thus suggesting a trans effect
upon deletion of the H19 gene (Forne et al., 1997).

(i) The H19 RNA was found to be associated with poly-
somes and thus potentially act on the translation of Igf2 (Li
et al., 1998).

(i11) In vitro experiments showed that 19 RNA can have
a trans effect on the levels of Igf2 expression (Wilkin et al.,
2000).

(iv) H19 RNA can bind to the IMP1 protein (Igf2mRNA
binding-protein1) which also binds to the 5’-UTR of the Igf2
mRNA. The bound IMP1 could interfere with post-transcrip-
tional regulation of Igf2 or with its translation (Runge et al.,
2000; Hansen et al., 2004).

The trans effect of the H19 RNA could be mediated
through several different mechanisms:

(i) As it has been described in plants, this RNA could in-
duce DNA methylation and serve as a carrier to bring DNA-
methyl transferase or methyl binding proteins to specific se-
quences such as the DMRs of the locus.

(ii) Both H19 and Igf2 could compete for the same IMP1
molecules. It was shown that lack of IMP1 leads to down-
regulation of Igf2 translation (Hansen et al., 2004). Since
growth control appears to be very tightly regulated at the Igf2
locus (Sun et al., 1997), the binding of H19 to IMP1 (reduc-
ing the number of free IMP1 molecules capable of binding to
1gf2 mRNA) could be an additional element involved in the
control of the IGF2 protein level.

(ii1) Finally, it cannot be excluded that the /9 RNA may
function through an miRNA or siRNA mechanism. The small
RNA molecules could interfere with post-transcriptional reg-
ulation or translation of the Igf2 mRNA.
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H19 in human disease

The genomic organisation and imprinting of the cluster in
the distal chromosome 7 of the mouse is conserved in humans
and corresponds to chromosome 11pl5.5. This region is
linked to the Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS), an im-
printing disorder with specific features of postnatal over-
growth, macroglossia, anterior abdominal wall defects and an
increased susceptibility to tumourigenesis. This 1-Mb region
contains two independent domains, one containing the H19-
IGF2 locus and the other a large cluster of genes, controlled
by the DMR of KCNQI1OT1 (LITI). It has been suggested
that because of the higher incidence of tumours, such as
Wilms’ tumour in particular, a tumour suppressor gene must
belocated in this region (Maher and Reik, 2000). Several data
point to H19 as being the tumour suppressor gene (Hao et al.,
1993; Juan et al., 2000). An extensive study of Wilms’ cases
has shown that IGF?2 is biallelically expressed in these tu-

mours and H19 fully repressed, with the H/9 DMR being
hypermethylated on both alleles (Dao et al., 1999; Frevel et
al., 1999).

It was also recently shown that microdeletions in the H19
DMR of BWS patients lead to loss of imprinting with biallelic
expression of Igf2 and silencing of H19 (Sparago et al., 2004;
Prawitt et al., 2005).

Conclusion

The H19-Igf21ocus has brought into the light many aspects
of regulatory mechanisms linked to monoallelic expression of
these two genes, as well as knowledge of the establishment
and maintenance of primary imprinting marks and new in-
sights into the chromatin architecture in the nucleus. How-
ever the question of the role of the H19 gene and its abundant
non-coding RNA still remains open.
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Article 2 The H19 locus acts in vivo as a tumour suppressor

Introduction

Le géne H19 transcrit un ARN non traduit de fonction inconnue (Brannan et al., 1990).
Ce gene est fortement exprimé au cours de I’embryogeneése et est ensuite réprimé rapidement
aprés la naissance dans tous les tissus a 1I’exception des muscles squelettiques. Le locus
humain 11pl5.5, auquel appartient le gene H19, a été impliqué dans diverses pathologies
telles que le syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) et les tumeurs de Wilms. Le BWS est
caractérisé par une surcroissance somatique et des malformations congénitales. Par ailleurs les
enfants atteints par ce syndrome ont une susceptibilité¢ augmentée de développer des tumeurs
comme les tumeurs de Wilms (Cooper et al., 2005). Ces observations ont conduit a émettre
I’hypothese de la perte d’expression d’un géne suppresseur de tumeur au locus 11pl5.5.
L’analyse des tumeurs de Wilms a montré 1’association fréquente de ce type tumoral a une
épimutation du centre d’Empreinte des geénes HI9 et Igf2 (Cui et al, 1997).
L’hyperméthylation de la région de méthylation différentielle conduit, selon le modéle de
compétition des enhancers et d’insulation par CTCF, a la répression totale du géne H/9 et a la
surexpression du geéne Igf2. L’ensemble de ces données a conduit a suspecter un role de

suppresseur de tumeur pour le géne H19.

Des expériences de transfection d’un vecteur d’expression du géne H/9 ont montré
que les cellules tumorales transfectées ont une réduction de la clonogénicité en agar et de
I’invasivité dans des souris nude (Hao et al., 1993). Cependant d’autres observations ont
ouvert une controverse. En effet, TARN HI19 est fortement surexprimé dans un certain
nombre de tissus tumoraux humains et d’autres équipes ont montré qu’un knock-down de
I’ARN H19 diminue I’inhibition de contact de cellules en culture (Berteaux et al., 2005;
Barsyte-Lovejoy et al., 2006; Matouk et al., 2007). Ces résultats penchent plutdt en faveur
d’un effet oncogénique de I’ARN H19.

Afin d’apporter de nouveaux arguments dans ce débat, nous avons voulu développer
des systémes d’études in vivo de la fonction anti ou pro-oncogénique de I’ARN H/9. Nous
avons utilisé deux modeles murins n’exprimant pas le géne H19. Le premier modele est notre
lignée de souris invalidées pour ce gene, appelée HI9A3 (Ripoche et al., 1997). La seconde
lignée, H19*°™, posséde une délétion au niveau des enhancers endodermiques communs des

genes H19/Igf2. La transmission maternelle de la délétion conduit a I'absence d'expression du
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gene HI19 (Leighton et al., 1995). Nous avons développé trois systémes d’induction de
tumeurs in vivo :

- le développement de tératocarcinomes par greffe d’embryons sauvages ou H19" sous la
capsule rénale.

. . - \ . Al4
- le croisement des souris H/9 avec le modele murin de cancer colorectal Apc

, qui
développe spontanément des tumeurs intestinales et coliques.
- I’induction d’hépatocarcinomes chez des souris sauvages ou n’exprimant pas le géne H/9
par I’antigéne T de 1’oncogéne SV40 sous le contréle d’un promoteur hépatique, en
collaboration avec 1'équipe d'A. Riccio.

Ces trois modéles nous ont permis de montrer que le géne H/9 posseéde bien un effet

suppresseur de tumeur chez la souris.
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The H19 locus belongs to a cluster of imprinted genes that is linked
to the human Beckwith-Wiedemann syndrome. The expression of
H19 and its closely associated /IGF2 gene is frequently deregulated
in some human tumors, such as Wilms’ tumors. In these cases,
biallelic IGF2 expression and lack of expression of H19 are associ-
ated with hypermethylation of the imprinting center of this locus.
These observations and others have suggested a potential tumor
suppressor effect of the H19 locus. Some studies have also sug-
gested that H19 is an oncogene, based on tissue culture systems.
We show, using in vivo murine models of tumorigenesis, that the
H19 locus controls the size of experimental teratocarcinomas, the
number of polyps in the Apc murine model of colorectal cancer and
the timing of appearance of SV40-induced hepatocarcinomas. The
H19 locus thus clearly displays a tumor suppressor effect in mice.

genomic imprinting | /gf2 | murine models

he H19-Igf2 locus is subject to genomic imprinting and has often

been used as a paradigm for the study of this particular
epigenetic regulation. The H19 locus produces a 2.5-kb noncoding,
spliced, and polyadenylated RNA of yet-unknown function (1, 2).
The Igf2 gene encodes a fetal growth factor, insulin-like growth
factor 2. These two genes are located 90 kb apart and are oppositely
imprinted: H19 is maternally expressed and Igf2 paternally ex-
pressed (1, 3). They belong to a large imprinted domain localized
on chromosome 7 in mice and chromosome 11p15.5 in humans. The
imprinting of Igf2 and H19 is controlled by a region located 4 kb
upstream from the HI9 transcription unit, defined as the HI19
differentially methylated region (DMR) or imprinting control
region (ICR) (4).

The 11pl5.5-imprinted domain is linked to the Beckwith-
Wiedemann syndrome (BWS), which is characterized by over-
growth phenotypes of affected children as well as a predisposition
to develop embryonal tumors such as Wilms’ tumor or rhabdomy-
osarcomas (5). Among the molecular alterations involved in BWS,
certain cases (20%) show paternal uniparental disomy (UPD);
other cases (5-10%) have hypermethylation of the H19 DMR; and
both lead to lack of expression of H19 as well as activation of IGF2.
These patients have higher risk of developing tumors than patients
with other molecular defects (6). Genetic and epigenetic alterations
at 11p15.5 similar to those found in the BWS have also been
demonstrated in nonsyndromic Wilms’ tumors. A great number of
these cases have either loss of the maternal allele (LOH) or LOI (7,
8). It has thus been suggested that the H19 gene could have a
possible tumor suppressor function (9). The first direct evidence for
this tumor suppressor function was provided by in vitro experiments
in which transfection of H79 cDNA into G401-transformed kidney
cells resulted in loss of tumorigenicity of these cells (10). Subse-
quent experiments performed with in vitro culture systems sug-
gested that H19 played a role as an oncogene rather than a tumor
suppressor gene (11, 12). This controversy has not yet been re-
solved, as numerous human tumors have been shown to display
either overexpression or lack of H19 expression (13-15).

We decided to investigate the potential role of the H19 locus in
vivo by producing murine models of tumorigenesis. We used H19A3

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0801540105

(16) and HI9AEnh (17) mice (Fig. 14) and 3 distinct models of
tumorigenesis to investigate the potential tumor suppressor activity
of the H19 locus. In the first model, experimental teratocarcinomas
induced by grafting embryos under the kidney capsule were com-
pared for size, weight, and histopathology (18). In the second
model, the H79A3 mice were bred with mutants of the Apc gene,
ApcAl4/+, which represent a murine model for colorectal cancer
(19). The double mutants lacking H19 and Apc show an increase in
number of polyps compared with their Apc littermates. Finally,
using a transgenic SV40 hepatocarcinoma model (20, 21), we show
that the delay of appearance of these tumors is greatly reduced in
the absence of H19. Interestingly, these models derive from the 3
germ layers (endoderm, mesoderm, and ectoderm) and result in
similar phenotypes, showing a tumor suppressor function for the
H1I9 locus.

Results

Teratocarcinoma Model. H19A3 phenotype and Igf2 expression. We
originally described that in the H7/9A3 mutants the maternal Igf2
allele was slightly reexpressed in skeletal muscle but not in liver (16).
To identify the precise levels of Igf2 expression, we extended our
analysis to other organs using a cross between H/9A3 and SD7 mice.
Igf2 is biallelically expressed only in mesoderm-derived tissues (limb
muscle, tongue, diaphragm, and heart) and not in endoderm-
derived tissues (kidney, lung, and liver) (Fig. 1B). Importantly,
maternal Igf2 reexpression reaches at most 20-30% of the paternal
allele in 5-day neonates, showing that there is only a slight increase
in Igf2 mRNA levels in the H/9A3 mice.

Production of tumors on wt background. Experimental teratocarcino-
mas were produced by grafting E 6.5 embryos under the kidney
capsule of syngenic mice. We first compared the weight of tumors
obtained after grafting wf or H/9A3 embryos into wt recipient mice.
The results showed a clear difference for the two genotypes (Fig.
2A4). Although there was some heterogeneity, the overall weight of
HI19A3 derived tumors was ~1.6-fold higher than that of wt-derived
tumors (P = 0.015).

In all cases, the tumor and the kidney were clearly individualized,
with no invasion of the tumor into the kidney (Fig. 2B). Histologic
analysis revealed the presence of different tissues derived from all
3 embryonic germ layers (ectoderm, endoderm, and mesoderm).
There were no striking differences in the type of tissue, suggesting
that the absence of H19 does not affect the development of any 1
particular tissue and that all 3 germ layers are involved.
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Production of tumors on Igf2='= background. To separate paracrine
and autocrine effects of IGF2, we performed the same grafting
experiment using Igf2~/~ recipient mice. There was a strong
reduction in the overall size of the tumors for both genotypes
(Fig. 2A4), suggesting that circulating IGF2 in the recipient
mouse plays an important role in the final size of the tumors.
Most interestingly, the relative weight difference was main-
tained, with a 2-fold difference between HI9A3 tumors com-
pared with wr tumors on this Igf2~/~ background (P < 0.05).

Taken together, analysis of the weight of the tumors at 35 days
on both wt and Igf2~/~ backgrounds showed a significant difference
according to their genotype, with the wt tumors being smaller than
the H19A3-derived tumors. Because the relative weight difference
between the two genotypes (wt and H/9A3) was maintained on both
backgrounds (wr and Igf2~/7), this implies that the H19 locus plays
a definite role in the production of these experimental tumors.

Tumor Characteristics. H19 and Igf2 expression. We investigated the
levels of Igf2 mRNA by real-time quantitative RT-PCR in tumors
produced both in the wt and the Igf2~/~ host background. Igf2
expression was heterogeneous, did not strictly correlate with tumor
weight and showed no significant difference between wt and H19~/~
derived tumors (Fig. 2C). We concluded from these results (i) that
tumor size is controlled by presence or absence of the H19 locus
with little correlation to autocrine levels of Igf2 expression, and (if)
that the host background and the level of paracrine IGF2 play a
major role in tumor size. Whether this effect is due to the protein
itself or to other factors under the control of the Igf2 gene remains
to be elucidated.

12418 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0801540105

Methylation status of H19 ICR. Because hypermethylation of the H19
DMR has been observed in Wilms’ tumor samples, we investigated
its methylation state in our teratocarcinoma samples. Tumor DNA
was digested with Sacl and Hhal (a methylation-sensitive enzyme)
and the methylation state of the ICR was analyzed using a probe
overlapping 1 of the CTCF binding sites (CTCF site 3) (Fig. 2D).
These results were quantified and show a slightly higher methylation
index (MIL; methylated fragment/methylated plus unmethylated
fragment) than expected but no significant difference between the
two types of tumors. There was therefore no striking shift in the
pattern of methylation of the H79 ICR.

The results obtained from this teratocarcinoma study suggest that
the lack of H19 expression leads to larger tumors, consistent with
its proposed role of tumor suppressor, and independently of Igf2
levels of expression.

Colorectal Cancer Model. Increased adenoma number in the H19A3/
+ApcA 14/+ mutant mice. To study the effect of absence or presence
of the H19 locus in a murine carcinogenesis model, we bred HI9A3
heterozygous females (outbred C57BL/6/CBA) with the ApcAl4
heterozygous males. This cross produced 4 genotypes, H19+/
+Apc+/+ (wt), HI9A3/+Apc+/+, H19+/+ApcAl4/+ and HI9A3/
+ApcAl4/+. Because of genomic imprinting, H719A3/+ progeny
completely lack H19 expression. Mice were analyzed at 180 days, as
some began to show signs of anemia and rectal bleeding with
prolapse. As expected, in the absence of Apc mutation, no polyps
were detected in the wt and HI19A3/+Apc+/+ mice. In ApcAl4/
+mice, the number of adenomas was significantly higher (2.2-fold)
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Fig.2. Teratocarcinoma model. (A) Diagram of weights from wt and H79A3
derived tumors 35 days after grafting. Wtand H19A3 (indicated as H19~/~) are
plotted in gray and black respectively, either on wt or Igf2=/~ recipient
background. (B) Histologic sections of embryo-derived teratocarcinomas. Tu-
mor section after ectopic grafting to the kidney (Top). Differentiated tissues
such as muscle (Middle) or bone (Bottom) in both wt and H19A3 derived
tumors can be identified. (C) Expression analysis of /gf2 in tumors. Levels of
Igf2 mRNA (orange) were determined by real-time qRT-PCR in wt and H19~/~
derived tumors, produced on wt or Igf2~/~ recipient background. H19 levels
are shown in black (samples 1-4 are wt, others are H197/7). In each set of
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in the absence of HI9 than in its presence (P = 0.05) (Fig. 34).
Strikingly, the increase in the number of smaller polyps (<2 mm)
was even greater (3-fold difference) in the absence of HI9. This
would suggest that the H79 locus could control the initiation step
of tumorigenesis.

We performed the same cross using females carrying the H19A3
mutation on the 129/SvPas background. A similar increase in
number of adenomas (1.4-fold) in mice lacking the H19 locus was
detected. This difference (1.4- vs. 2.2-fold) is consistent with
observations suggesting the presence of modifier genes in the 129
strain compared with the C57BL/6 background (22).

Histology of the intestinal lesions. Close histologic examination of the
whole-intestine “Swiss rolls” revealed the presence of adenomas,
with some in situ adenocarcinomas (Fig. 3B), which occurred
independently from the presence or absence of the H19 locus.

Previous experiments describing the effect of another H79 mu-
tation, H19A13 (in which Igf2 mRNA level is increased by 2-fold)
on tumor incidence in the Apc min mice had shown that an increase
in crypt length was observed due to the increased level of IGF2 (23,
24). To exclude a role for IGF2 in the polyps produced in the H19A3
mutants, we evaluated the crypt size on hematoxylin and
eosin(H&E) -stained sections of the small intestine, by performing
16 measures per section of H19+/+ApcAl4/+ (n = 5,3 on C57BL/6
and 2 on 129/SvPas background) and HI9A3/+ApcAl4/+ mice
(n = 5,2 on C57BL/6 and 3 on 129/SvPas background) (Fig. 3B).
No difference in crypt length was found, with an average of 2.8 units
for the H19+/+ApcAl4/+ mice and of 2.6 units for the HI9A3/
+ApcAl4/+ mice (a control wt mouse had a 2.8-unit crypt length).
These data suggest that the levels of Igf2 expression did not differ
between the wt and the HI9A3 genotypes and did not affect
intestinal growth in these mice.

Igf2 expression levels. To confirm the absence of effect of the Igf2
gene, we compared the levels of Igf2 expression between wt and
HI19A3 strains by semiquantitative and real-time qRT-PCR. Igf2
expression is very low in colon and intestine in H19A3/+ as well
as in wt mice, compared with muscle, where it is highly expressed
(data not shown). Igf2 expression is also very low and hetero-
geneous in polyps from both HI9A3/+ApcAl4/+ and HI9+/
+ApcAl4/+ mice, with no significant difference between the two
genotypes (P = 0.06) (Fig. 3C).

ICR methylation analysis. We also investigated whether the methyl-
ation status of the H79 ICR was disrupted in the intestine, colon,
and polyp DNA from these mice. The HI/9 ICR displayed a
constant methylation pattern, with the methylation index showing
no significant difference between all genotypes and tissues analyzed
(Fig. 3D).

Taken together, these results show that the lack of H79 expres-
sion causes an increase in the number of polyps in the Apc colorectal
cancer model, independent of Igf2 expression. Interestingly, the
initiation step of polyp appearance seems to be affected by the
absence of H19.

Experimental Liver Carcinogenesis. Tumor formation. In mice carrying
a targeted deletion of the endodermal enhancers located down-
stream from the H19 gene (HI9AEnh) (17), it was shown that these
enhancers are required in cis for the activation of Igf2 and H19
during liver carcinogenesis (20). To establish whether H19 had a

samples, tumors are displayed by increasing weight as indicated in white. No
significant difference in the levels of /gf2 was detected between the 2 sample
sets (P = 0.39 on wt hosts and P = 0.45 on Igf2~/~ hosts, respectively). (D)
Methylation status of the ICR in tumors. Tumor DNA (wt in Left and H19A3 in
Right) was digested with Sacl (S) and Hhal (H) and analyzed with the CTCF3
probe (thick black line). The resulting 3.8 kb Sacl fragment corresponds to the
fully methylated paternal allele and the 0.3 kb Hhal fragment to the unmeth-
ylated maternal allele. Methylation index (MI) is indicated under each sample.
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Fig. 3. Colorectal cancer model. (A) Effect of H19 deletion on ApcA14/+
intestinal polyps at 180 days. Top shows the number of polyps in H19+/
+ApcA14/+ (gray) and H19A3/+ApcA14/+ (black) mice on C57BL/6 background
(P = 0.05). Bottom shows the number of polyps smaller and larger than 2 mm for
both genotypes, with a significantly higher number of smaller polyps in the
H19A3/+ApcA14/+mice. (B) Histologic analysis. Top shows H&E staining of ade-
nomas in the colon and small intestine of H19A3/+ApcA14/+ mouse. Bottom
shows H&E staining of the small intestine crypts from H19+/+ApcA14/+ and
H19A3/+ApcA14/+ mice. Crypt length was measured (black vertical bar) and
showed no significant difference between the two genotypes. (C) Expression
analysis of /gf2 transcripts. Detection of /gf2 transcript level by quantitative
RT-PCR in polyps from H19+/+ApcA14/+ and H19A3/+ApcA14/+ mice. Gapdh
was used as control. (D) Methylation status of the ICR in intestine (1), colon (C),
colon polyps (CP) and intestine polyps (IP) from H19A3/+ApcA14/+, H19+/
+ApcA14/+, H19A3/+ and wt mice. The 3.8-kb Sacl fragment corresponds to the
fully methylated paternal allele and the 0.3 kb Hhal fragment to the unmethyl-
ated maternal allele as in Fig. 2. Methylation indexes (M) are indicated.

role in tumor development, we analyzed liver carcinogenesis in mice
lacking H19 expression (MatAEnh, Fig. 1A).

The model investigated was that in which mice of the CRP-Tag
60-3 line carry the SV40 T antigen oncogene under the promoter
of the liver-specific human C-reactive protein gene (25, 26). The
males of this transgenic line have a low but constitutive expression
of the SV40 T antigen, which, after formation of hyperplastic foci
and neoplastic nodules, eventually leads to the development of
multiple hepatocellular carcinomas at 4-5 months of age.

12420 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0801540105
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Fig. 4. Experimental liver carcinogenesis model. (A) Expression analysis of Igf2
and H19 transcripts. Northern analysis of 15 wt or MatAEnh liver tumors. The blot
was hybridized sequentially with the H19, Igf2 and ribosomal 28S probes. (B) Igf2
and H19 expression in MatAEnh mice. Serial frozen sections of liver nodules of
148-day-old male MatAEnh and wt mice were hybridized to S3>-labeled Igf2 (Left)
or H19 (Right) probes. (C) Latency of liver tumor appearance in the MatAEnh
mutants. Mice were killed between 120 and 134 days of age. The histogram shows
the fraction of animals with liver tumors larger than 3 mm. The number of mice
analyzed in each class is indicated above the columns.

We have previously shown that H19 is activated in the experi-
mental hepatocellular carcinomas (20, 26). We have now analyzed
the expression of H19 and Igf2 in the liver tumors arisen in MatAEnh
and wt mice. Northern and in situ hybridization analyses showed
that H19 RNA was undetectable in the MatAEnh tumors but was
activated in the majority of the neoplasms found in the wt mice (Fig.
44 and 4B). RNase protection analysis demonstrated that the
majority of wt tumors had H19 RNA levels at least 3 orders of
magnitude higher than the MatAEnh tumors (data not shown). As
in the wt mice, Igf2 was expressed at variable levels in all tumors with
the MatAEnh genotype (Fig. 4 4 and B). RNase protection analysis
on 15 wt and 15 MatAEnh tumors demonstrated very similar Igf2
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mRNA levels (4.72 = 2.6 vs. 4.73 = 1.6 arbitrary units, data not
shown).

Latency of tumor development. The male mice which developed liver
tumors larger than 3 mm by 120 days of age were 11/31 (35%)
for the MatAEnh and 5/24 (20%) for the wt genotypes, respec-
tively. By 127 and 134 days, the mice with tumors were 6/8 and
6/9 for the MatAEnh genotype and 7/19 and 3/7 for the wt
genotype, respectively (Fig. 4C). Overall, 23/48 (48%) MatAEnh
and 15/50 (30%) wt male mice (P = 0.037) had liver tumors when
analyzed between 120 and 134 days of age. In contrast, PatAEnh
mice, expressing high levels of HI9 but low levels of Igf2,
developed tumors with a delayed time course (20). These results
suggest that the lack of H19 expression causes acceleration in the
development of liver tumors, consistent with its proposed role of
tumor suppressor.

Discussion

The presence of a potential tumor suppressor gene in the 11p15.5
chromosomal region has been hypothesized for many years. This
stemmed from the observation that in patients with BWS, there was
a predisposition toward development of embryonal tumors. Two
domains of imprinted genes have been identified in this region, the
IC1 domain with the H19-IGF2 locus and the IC2 domain with the
KCNQI locus associated with several other genes such as CDKNI1C
(or p57KIP2). The H19 locus, with no known function was one of
the candidates for a tumor suppressor (9).

The initial evidence in support of this hypothesis mainly involved
in vitro experiments (10). Our aim was to use animal models to
investigate the potential tumor suppressor activity of H19 in vivo.
The HI9A3 mice we had produced never developed tumors,
whatever background they were bred on (outbred C57BL/6/129 or
inbred 129/SvPas). For this reason, we challenged these mutant
mice in different tumor models.

The teratocarcinoma model has been an experimental system for
producing tumors in the mouse which was described many years ago
(27). Teratocarcinomas are composed of highly undifferentiated
embryonal carcinoma (EC) cells and of differentiated cells derived
from all 3 embryonic layers (mesoderm, endoderm, and ectoderm)
(18). Teratocarcinomas can be produced either by grafting embryos
or by injecting ES cells under the skin. We chose to graft E 6.5
embryos under the kidney capsule because this approach provided
a better control of the number of grafted cells. We were aiming not
only to investigate whether tumors were produced in presence or
absence of H19, but also whether there was a size difference in these
different cases.

The comparison of tumors induced by either wt or HI9A3
embryos clearly shows a difference in the weight of the tumors that
are produced after 35 days. There is, of course, some heterogeneity,
but overall H/9A3 tumors are larger than their wt counterparts.
Importantly, the size difference between H/9A3 and wt induced
teratocarcinomas was maintained on the Igf2~/~ background (2-
fold) compared with the wt background (1.6-fold).

These tumors displayed cells derived from endoderm, meso-
derm, and ectoderm. This is interesting with regard to observations
made on teratocarcinomas produced from androgenetic ES cells,
which display lack of H79 (maternally expressed) as well as disrup-
tion of many other imprinted genes (28). These tumors consisted
predominantly of striated muscle. Since we find no difference in the
type of tissues of HI9A3 or wt derived teratocarcinomas, the H19
locus is probably not involved in the overproduction of muscle cells
found in the androgenetic tumors. This could be of interest with
respect to the occurrence of rhabdomyosarcomas in BWS patients
and suggests that perhaps other genes of the 11p15.5 region are
responsible for this type of tumor.

The choice of our second colorectal cancer model was prompted
by data showing increase in size and number of polyps in mice
carrying the H19A13 mutation compared with wt mice (24). These
mutant mice lack H79 but also overexpress maternally derived Igf2
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because of the ICR deletion. To discriminate between the effects
of each one of these genes, we performed the cross between H19A3
females (in which the 3-kb transcription unit only is deleted) and
Apc mutant males.

The number of polyps is >2-fold higher in absence of H19, with
an increase in the number of small polyps, suggesting that lack of
H19 may play a role in the initiation step of tumorigenesis. Only low
levels of Igf2 mRNA were found in normal tissue (intestine and
colon) and in the polyps, with no significant difference between
mutant and wt polyps. No difference in the crypt size was detected,
whereas previously published data suggested that relative levels of
Igf2 are responsible for crypt depth (24). Taken together, the results
obtained from both our H79A3 mutants and the H79A13 mutants
allow to postulate that HI9 is playing a definite role in the
production and size of polyps, whereas Igf2 may be contributing to
the growth of these polyps by affecting the intestinal crypt size.

The SV40 induced hepatocarcinomas interestingly revealed an
acceleration in the latency of appearance of the tumors in the
absence of H19 expression. Expression of the Igf2 and H19 genes is
completely shut off in the liver of adult CRP-Tag mice, but is
reactivated in a coordinate manner during liver carcinogenesis with
conservation of their imprinted expression (26). In addition, loss of
the maternal and duplication of the paternal copy of the chromo-
somal region bearing the Igf2 and HI9 genes occur at high fre-
quency in the hepatocellular carcinomas. These genetic events
resemble the LOH occurring at chromosome 11p15.5 loci in human
cancers and result in activation of /GF2 and lack of H19 expression.

It has been recently reported that the H79 gene may act as an
oncogene in studies using human cells maintained in culture and
injected into mice to produce tumors (15). The discrepancy with our
results could be explained by the difference in the systems. The
main interest of our study resides in the use of mouse genetics. Our
models reproduce a situation in which the potential oncogenic
teratocarcinomas, Apc~'* polyps or SV40 induced hepatocarcino-
mas are challenged with mice in which the H19 locus is present (or
absent) throughout embryogenesis and the whole life of the mouse.
Its effect is therefore constant and this may represent a more
biologic situation than a cell culture system. It must also be
acknowledged that the H19 locus may play a more complex role in
humans than in mice.

Because H79 KO mice never spontaneously develop tumors in
vivo, as other murine models of tumor suppressor genes, H19
may play the role of a “modifier gene” suppressing tumorigen-
esis. It could act either through its long noncoding RNA or
through the microRNA (miR-675) that has been recently de-
scribed in exon 1 (29, 30). Targets of H19 remain to be identified
and linked to a biologic function possibly related to pathways
involved in tumorigenesis.

Materials and Methods

Mouse Strains and Genotyping. The H719A3strain carries a 3kb deletion of the H19
transcription unit and was initially established on an outbred C57BL/6/CBA back-
ground (16). Because an isogenic 129 background was required for the terato-
carcinoma experiment, we also produced a 129 H19A3 strain by reinjection of the
original H19A3/+ ES cell line into blastocysts. The 129/SvPas wt strain and the 129
Igf2~/= strain (31) were used as recipients for the production of teratocarcinomas.
The H19AEnh mice (17) were maintained on a C57BL/6 background. These mice
can be bred as maternal heterozygotes (MatH19AEnh) which lack H19 expression
since the deletion is carried on the maternal allele (Fig. 1A). The SD7 strain is a
C57BL/6/CBA strain carrying the distal part of Mus spretus chromosome 7. The
ApcA14/+ mice were bred on a C57BL/6 background (19) and were crossed with
either the outbred H719A3 or the inbred 129 H19A3. The CRP-Tag 60-3 strain (25)
was maintained on a BALB/c background. The protocol of animal handling and
treatment was performed in accordance with the guidelines of the animal ethics
committee of the Ministére de I'Agriculture of France.

Genotyping was done by PCR on tail DNA. Primers used for detecting the
H19A3 allele were neo primers: 5’ -GTCCTGATAGCGGTCCGCCA-3' and 5'-
GTGTTCCGGCTGTCAGCGCA-3’ (500 bp). The ApcA14 allele was detected using
primers that distinguish the wt allele (180 bp) from the exon 14-excised allele (160
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bp): Primer 1: 5'CTGTTCTGCAGTATGTTATCA-3'; Primer 2: 5'-CTATGAGTCAACA-
CAGGATTA-3'; Primer 3: 5'-TATAAGGGCTAACAGTCAATA-3'".

Teratocarcinoma Production. Wt or H19A3 embryos were dissected at 6.5dpcand
the ectoplacental cone was taken off. These embryos were introduced under the
kidney capsule of isogenic males (8—10 weeks old), as previously described (18).
The recipient mice were either 129/SvPas wt or 129 Igf2~/~ strain. 35 days after
grafting, tumors were surgically dissected from the mice and weighed. A fraction
of the tumor was used to prepare DNA and RNA. The remaining part was fixed
in Bouin's fixative, embedded in paraffin, and 5 um sections were stained with
hematoxylin and eosin (H & E).

Polyp Analysis and Tumor Scoring. The progeny from the cross between H19A3/+
and ApcA14/+ mutant mice were killed at 180 days and genotyped. The entire
intestinal tract was removed, flushed with PBS, and stained with Indigo carmine
(0.08%). The small intestine and colon were opened longitudinally, flattened on
filter paper, and fixed in 4% PFA. The number and size of the polyps were
determined by double counting on mice blinded for genotype. The whole intes-
tine was then rolled and embedded in paraffin for histologic analysis (*’Swiss
rolls”). Crypt length and tumor grading were performed on 5-um H & E sections.

Analysis of Liver Tumorigenesis. Homozygous CRP-Tag 60-3 males were mated
with MatH19AEnh females, and liver carcinogenesis was analyzed in their prog-
eny. The mice were genotyped for the presence of the H19AEnh, as described in
ref. 21. The males were killed between 120 and 134 days of age. Livers were
dissected from the mice and carefully examined for the presence of tumors. Only
nodules larger than 3 mm were considered.

Statistical Analyses. Data are shown as averages and s.e.m. We used ANOVA
analysis and Student t test with Excel X and Statview.

RNA Preparation and Analysis. Total RNA was extracted from 5-day neonate
organs or tumors with TRIzol reagent (Invitrogen). For RT-PCR analysis, DNase |
treated RNA (0.5 png) was reverse-transcribed with SuperScript Il and random
hexamer primers (Invitrogen). For semiquantitative RT-PCR, 50 ng of cDNA were
amplified using gene-specific primers and TagDNA polymerase (Invitrogen) dur-
ing 20 cycles. Detection of /gf2 transcripts derived from the SD7 cross was
performed using primers: forward 5-GACGTGTCTACCTCTCAGGCCGTACTT-3’
andreverse 5’ GGGTGTCAATTGGGTTGTTTAGAGCCA-3'. The 517-bp product was
digested with BsaAl, yielding a 241-bp paternal fragment detected by the
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internal primer 5'- TCAAATTTGGTTTTTTAGAA-3'. RT-PCR products were sepa-
rated on 1% agarose gels and transferred onto Hybond N+ membranes in 0.4 M
NaOH. Blots were probed with yP32ATP kinase-labeled primers at 42°C in Church
buffer. Membranes were washed in 0.4xSSC, 0.5% SDS at 42°C and results were
quantified using Phosphorimager analysis and ImageQuant software.

Quantitative g-PCR was performed on a Light Cycler system using Sybr Green
PCR kits (Roche). 1to 5 ng of cDNA were amplified in duplicate using primers for
H19, Igf2, GAPDH and TBP. H19 F 5'-GGAGACTAGGCCAGGTCTC-3'; H19 R 5'-
GCCCATGGTGTTCAAGAAGGC-3'; Igf2 F 5'-GGCCCCGGAGAGACTCTGTGC-3;
1gf2 R 5'-TGGGGGTGGGTAAGGAGAAAC-3’; GAPDH F 5'-ACAGTCCATGCCAT-
CACTGCC-3’; GAPDH R 5'-GCCTGCTTCACCACCTTCTTG-3'; TBP F 5'-GCAATCAA-
CATCTCAGCAACC-3' and TBPR 5'-CGAAGTGCAATGGTCTTTAGG-3'. Genorm cal-
culations were used for normalization.

Northern analysis and RNase protection assays were carried out as previ-
ously described (20).

Methylation Assay. DNA from tumors, polyps or control tissue was incubated at
55°Cin lysis buffer (Tris 100 mM pH 8, EDTA 5 mM, SDS 0.2%, NaCl 20 mM, and
0.4 mg/ml Proteinase K (Sigma), followed by phenol-chloroform extraction and
ethanol precipitation. DNA was digested with Sacl and Hhal, separated on 1%
agarose gels and transferred onto Hybond N + membranes. Southerns were
probed with a 200-bp PCR product corresponding to the region covering the CTCF
site No. 3: 5’ CTGTTATGTGCAACAAGGGAA and 3’ GGTCTTACCAGCCACTGA.
Blots were washed at 65°C and quantified as described above.

In situ Hybridization. /n situ hybridization on liver sections was performed as
previously described (26).
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Conclusions

Le premier modele murin que nous avons développé consistait a induire des
tératocarcinomes par introduction d’un embryon sous la capsule rénale. Dans ce modéle, les
tumeurs induites par les embryons H19”" sont 40% plus grosses que les tumeurs induites par
les embryons sauvages 35 jours apres greffe sur des souris sauvages. Le facteur de croissance
Igf2 produit par la souris porteuse pouvant influer sur le développement des tumeurs, la méme
expérience a été réalisée sur des souris Igf2”". La méme différence de 40% entre embryons
greffés sauvages et H19" a été observée sur ce fond génétique, bien que les tumeurs soient
quatre fois plus petites que sur porteur sauvage. Ces données ont permis de suggérer un role

du gene H19 sur la croissance tumorale.

Le second modéle était I’induction de tumeur dans le modéle Apc™?. Ces souris
portent une délétion de I’exon 14 du géne suppresseur de tumeur Apc qui conduit a I’absence
d’expression de cette protéine. Ces souris développent spontanément des tumeurs dans
I’intestin et le colon en six mois. Nous avons croisé les femelles H19"" avec des males Apc™'?
afin de comparer les descendants APCY*HI19"" et APC**H19™". Le nombre de tumeurs
développées en absence du gene HI9 est augmenté de plus de deux fois. Par ailleurs, le
nombre de petites tumeurs (<2mm) est plus significativement augmenté que celui des grosses

tumeurs (>2mm). Ces données suggerent un rdéle dans le processus d’initiation tumoral

colique.

Le dernier mod¢le était 1I’induction d’hépatocarcinomes par 1’antigéne T de I’oncogene
SV40 sous le controle du promoteur du géne spécifique du foie CRP (C reactive protein). Les
souris males expriment a un taux faible l'antigéne T, ce qui conduit a la formation
d'hépatocarcinomes multiples a 1'age de trois a cinq mois. Nous avons croisé ces souris avec
les femelles H19*™ et analysé l'atteinte hépatique a 120, 127 et 134 jours. Le nombre de
souris atteintes entre 120 et 134 jours est plus important dans la population H79*™* (48%)
que dans la population sauvage (30%). Ces résultats suggérent que 1'absence d'expression du

gene H19 entraine l'accélération du développement des tumeurs hépatocytaires.
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Grace a ces trois mod¢les, nous avons pu corréler 1'absence d'expression du géne H/79
avec l'augmentation de la croissance, du nombre et de la vitesse d'apparition des tumeurs. Ces
résultats sont donc vraiment en faveur d'un réle suppresseur de tumeur pour le gene H179. Les
différences observées avec les précédentes études peuvent s'expliquer par le systéme utilisé.
Nos expériences in vivo reproduisent les événements qui peuvent se produire au cours de
I'embryogenése et tout au long de la vie de la souris, reproduisant une situation physiologique.
En revanche, les souris invalidées pour le géne H/9 ne développent jamais de tumeurs
spontanées, indiquant un role de géne modificateur supprimant la tumorigenése plutoét qu'un
role de "gate-keeper" comme le géne Apc par exemple. Les cibles de 'ARN H/9 restent a

définir afin de mieux comprendre le mécanisme de ce suppresseur de tumeur.
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Introduction

Afin d'¢lucider la question du role du géne H79 et de son ARN non codant au cours de
I'embryogenése, des modeles d'invalidation du géne par recombinaison homologue ont été
produits. Le modéle H79*" posséde une délétion des 3 kb de la séquence transcrite du géne
HI9 et 10 kb en amont (Leighton et al., 1995). La délétion H19*, restreinte a la séquence
transcrite du geéne, a été produite dans notre laboratoire (Ripoche et al., 1997). Malgré
l'expression trés forte de 'ARN H19 au cours de I'embryogenése, les souris H/9” sont viables
et fertiles. Le phénotype est une surcroissance somatique variable selon le modéle qui
s'explique par la perte d'empreinte du geéne Igf2. Ce phénomene est probablement plus lié a

une architecture de la chromatine altérée qu'a I'absence de 'ARN H/9 lui-méme.

Nous avons décidé d'explorer la fonction du géne H19 dans des modéles de souris
transgéniques. En sortant le géne de son contexte chromatinien, nous pouvions alors étudier
lI'impact des modifications de l'expression de I'ARN lui-méme. Nous avons utilis¢ deux
modeles de souris transgéniques. Une lignée Tg, dans lequel I'unité de transcription du géne
H19 est placée sous le contrdle de séquences promotrices conservées du gene Necdin. Le
choix de ce promoteur nous permettait également d'exprimer 'ARN dans le cerveau, organe
ou il est normalement réprimé, afin d'observer si cette induction entrainait un effet
phénotypique. La seconde lignée est la lignée YAC décrite précédemment (Ainscough et al.,
2000). Une premiere observation a ét¢ la faible surexpression du gene H/9 lorsque le
transgéne est placé sur fond H19"". En revanche, placé sur fond H19"", I'expression du géne a
partir du transgeéne est plus importante. Nous avons donc décidé de croiser les souris afin
d'obtenir dans la méme portée trois génotypes d'intérét : sauvage, HI19"" et HI9" Tg ou
HI9™YAC selon la lignée. Ces trois génotypes nous permettaient de voir si I'expression

ectopique du gene H19 pouvait restaurer un phénotype sauvage.

Nous avons effectivement observé une récupération du phénotype de surcroissance,
les animaux transgéniques étant comparables a des animaux sauvages. Ce sauvetage
phénotypique s'accompagne d'un sauvetage de l'expression du géne Igf2, l'expression de ce

\ . ., \ . -+
gene étant diminuée lorsque le transgeéne s'exprime sur fond H79™".
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Les geénes H19 et Igf2 ont été décrits comme appartenant a un réseau de génes soumis
a l'empreinte (IGN pour Imprinted Gene Network), impliqué dans la régulation de la
croissance embryonnaire (Varrault et al., 2006). Nous avons donc exploré l'expression des
geénes de ce réseau, en collaboration avec I'équipe de Laurent Journot. Nous avons observé
que onze génes du réseau sont surexprimés dans les animaux H/ 9" et que, en revanche, leur
expression est similaire a celle des animaux sauvages dans les souris H/9"" transgéniques
HI19. Ces données nous ont permis de postuler que 'ARN H/9 est un trans régulateur de

I'I[GN.
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Abstract

The HI19 gene encodes a non coding RNA of unknown function. Deletion mouse models
show an overgrowth phenotype, due to a cis effect of the H79 locus on the adjacent /gf2 gene.
To explore the function of the RNA itself, we produced transgenic mice overexpressiong H19.
We observed embryonic and post-natal growth reduction in two independent transgenic lines
and detected a decrease in Igf2 expression. We also analysed the expression of multiple genes
from the newly described Imprinted Gene Network (IGN) implicated in embryonic growth.
We found that H79 deletion leads to overexpression of eleven genes of the IGN and that this
overexpression is rescued by ectopic expression of H7/9 RNA in our transgenic animals. We
therefore propose that the H7/9 RNA participates as a trans regulator in the fine tuning of the
IGN. Although the precise mechanism remains unclear, our results open new perspectives in
the comprehension of genomic imprinting role in embryonic development and in human

imprinting pathologies.
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Introduction

The HI9 gene was cloned 20 years ago (Pachnis et al., 1988) and its function remains
unknown. The main characteristic of this gene is that it encodes an imprinted non coding
RNA (Gabory et al., 2006). Genomic imprinting is an epigenetic mechanism that leads to
parent-of-origin specific monoallelic expression. Thus H/9 is expressed from the maternal
allele in mouse and human (Bartolomei et al., 1991; Zhang and Tycko, 1992). The H/9 RNA
is transcribed by RNA polymerase-I1, capped, polyadenylated and spliced but lacks conserved
ORFs between human and mouse (Brannan et al., 1990). Its complex conserved predicted
structure suggests that the functional product is a non-coding RNA (Juan et al., 2000). This
RNA is strongly expressed during embryogenesis in mesoderm and endoderm derived tissues.
Its expression is then repressed after birth and found only in skeletal muscle and heart in
adults (Poirier et al., 1991). This expression pattern is similar to that of the Igf2 (insulin-like
growth-factor 2) gene, which is linked to the H/9 gene on the distal part of mouse
chromosome 7 and on human 11pl5.5 region (Zemel et al., 1992). Igf2 is paternally

expressed and encodes a major fetal growth-factor (DeChiara ef al., 1991).

In order to decipher the role of this non coding RNA, two knock-out models were established.

A13

In the first model, referred to as H/9" ~, the 3 kb transcribed region and 10 kb upstream were

deleted and replaced by a neomycin resistance gene cassette (neoR) (Leighton et al., 1995). In
the second model, referred to as H79*, the 3 kb transcription unit only was replaced by a
neoR cassette (Ripoche et al., 1997). The maternal heterozygous H19"" mice, which do not
express the RNA because of imprinting, are viable, fertile and present an overgrowth

phenotype. In H19*""

mice, the Igf2 maternal allele is totally reactivated in all expressing
tissues (Leighton et al., 1995). In H19**"* mice, the Igf2 maternal allele is expressed at a rate
of 25% compared to Igf2 paternal allele in wild-type mouse, in mesoderm derived tissues only
(skeletal muscle, tongue, diaphragm and heart) (Ripoche et al., 1997; Yoshimizu et al., 2008).
Imprinted genes are associated with differentially methylated regions (DMRs) which are
involved in the regulation of their expression. The DMR located between 2 and 4 kb upstream
of the H19 gene is the imprinting control region (ICR) of the locus, since its deletion affects
both H19 and Igf2 expression (Thorvaldsen et al., 1998). This sequence binds the insulator

protein CTCF on the unmethylated maternal allele, therefore creating a boundary between the

enhancers and the /gf2 maternal allele (Hark er al., 2000). The reactivation of the Igf2
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maternal allele in H79”" mice is probably rather due to a cis effect of an altered chromatin

structure than to the lack of the /79 RNA.

Different studies have lead to propose a role for the /9 RNA. First, maternal transmission of
the H19*" or ** deletion leads to modification of the methylation pattern of the Igf2 gene
DMRs in cis with hypermethylation of the maternal allele but also in frans with
hypomethylation on the paternal allele (Forne et al., 1997). Second, H19 was found to be
associated with polysomes in different human and mouse cell lines (Li ef al., 1998; Milligan
et al., 2000). Finally, after transfection of human DiHepG2 cells, H/9 was shown to
participate in IGF2 repression, in part through regulation of /gf2 transcription (Wilkin et al.,
2000).

Another clue for the function of the H79 gene is its implication in tumorigenesis. H/9 cDNA
transfection into a cancer cell line results in loss of clonogenicity of the cells and reduced
tumorigenicity in nude mice (Hao et al., 1993). Moreover, H19/Igf2 locus imprinting is lost in
Wilms’ tumour resulting in /gf2 biallelic expression and total repression of H/79. This loss of
imprinting is also more frequently found in Beckwith-Wiedemann syndrome patients with
tumours (Cooper et al., 2005). Other in vitro studies suggested that H7/9 plays a role in
tumorigenicity and is activated by the c-myc oncogene transcription factor (Barsyte-Lovejoy
et al., 2006). Finally, we recently showed that H/9 acts in vivo as a tumour suppressor in three
different mouse models (Yoshimizu et al., 2008). Targets of the tumour suppressor H19 locus

remain to be identified.

We decided to study the potential role of the H/9 RNA in vivo. We created a new HI9
transgenic Tg line and used the previously described YAC line (Ainscough et al., 2000). We
crossed these lines onto an H19* background. Our aim was to rescue the H/9* phenotype
with the transgenic H/9 in order to observe a trans effect of the RNA. The overgrowth
phenotype observed in H/9* animals compared to wild-type littermates is not present in
HI19* mice expressing the transgenes, suggesting a rescue due to ectopic expression of H19
RNA. An extensive analysis of the expression of genes implicated in the imprinted gene
network (IGN) previously described (Varrault et al., 2006) was performed on wild type,
HI19* and HI19* transgenic (Tg and YAC) mice. Our results suggest that HI9 is a trans
regulator of the IGN.
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Figure 1: Ectopic expression of HI19. The transgenes were bred on an H/9"" background in
order to detect transgenic H/9 expression alone. A. Expression in placenta (PI), liver (Li) and
posterior limb muscle (Mu) tissues from E14.5 embryos. B. Expression in brain (Br), lung (Lu),
liver (L), kidney (K1), tongue (To), heart (He) and skeletal muscle (Mu) tissues from P5 neonates.
H19 expression, measured by RT-qPCR, is expressed in arbitrary units, relative to 7BP gene
expression.



Results

Pattern of expression of H19 in transgenic animals

We first performed an analysis of H/9 ectopic expression in order to ensure the HI/9
expression from transgenic origin. We crossed H/ 9% females with Tg males and H19YAC
females with wild-type (wf) males to obtain littermates with H/9 expression coming from
transgenic origin only. E14.5 embryos were dissected and placenta, liver and muscle
(posterior limbs) were harvested. P5 newborns were also dissected and brain, tongue, heart,
lung, liver, kidney and muscle from posterior limbs were collected. RNA was prepared from
these tissues, the samples of same genotype were pooled and a RT-qPCR was performed
(Figure 1). In embryos, ectopic H/9 was expressed in both transgenic lines in all tissues
studied: expression is comparable to wt in posterior limb muscle but lower in embryonic liver.
In placenta, expression in the YAC line is identical to wild type, whereas the Tg line placenta
only expressed low amounts of /79 RNA. In newborn mice of the Tg line, H19 is transcribed
at a lower level than wt in liver, tongue and muscle and at a higher level in brain, lung, kidney
and heart. The expression profile of the YAC transgenic line is consistent with previously
described data (Ainscough et al., 2000), with notably lack of expression in lung, kidney and

heart and strong expression in liver, tongue and muscle.

Phenotype of the transgenic lines

As both transgenic lines expressed ectopic H19, we closely observed their phenotype. The
HI19™ mutant displays an overgrowth phenotype. We therefore performed a meticulous
analysis of growth in both transgenic lines to observe if ectopic expression of H/9 could
rescue the phenotype of the H79" mutants. Mice were weighed for 10 weeks and weights
were plotted on growth curves (Figure 2A). The ratio between mutant and control genotype
for each sex was calculated at each point. The average ratio for each cross is plotted on figure
2B. We first compared the growth curves of H7/9* animals and wt littermates. At birth, the
HI19™" mice have a 20% overgrowth phenotype, this overgrowth decreases to 4% at day 9 and
then increases to 14% in the second week. Overall, the HI9*" mice present a 14%
overgrowth compared to their wild type littermates.

HI19" females were crossed with heterozygous Tg males in order to obtain H/9"" and H19

! "Tg animals in the same litter. Embryos at E12.5, E14.5, E16.5 and E18.5 were collected and
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Figure 2: Growth phenotype of the transgenic animals. A. Growth curves for female (left)
and male (right) littermates from H19"" x wt, H19" x Tg" and H19""YAC™ x wt crosses.
One representative litter is given, as an example for each line. B. Ratios for each sex at each
point have been calculated for each cross. The graph represents mean ratios for at least 4
littermates during 10 weeks. Error bars indicate standard error of the mean (SEM). 100%
represents no difference of one genotype versus the other.



weighed. Additional newborn litters were weighed up to 10 weeks. We observed a growth
restriction of H19" "Tg animals compared to their control H/ 97" littermates (Figure 2A). This
phenotype is already present at E14.5 although the difference is not statistically significant. At
birth, the H7197"Tg mice weight is decreased by 11% compared to control H79™ littermates.
Interestingly, the H19""Tg mice catch up and have a similar weight to control mice during the
second week. The weight difference decreases again and after weaning the H/ 9'/+Tg mice
present a 11% decrease in weight compared to control 79" littermates. These opposite
growth phenotypes suggest that the Tg ectopic HI19 expression is able to rescue the H/9*
overgrowth phenotype.

We then analysed the YAC transgenic line. As the YAC transgene is imprinted, it must be
transmitted from the mother to obtain H19 transgenic expression. H197"YAC™" females were
obtained in a first cross. These females were mated with wt males in order to obtain wt, HI 97"
and H19""YAC™ littermates. Unfortunately, we observed a bias in the litter and obtained
only few H19"" animals. Therefore only wr and H19""YAC™" were used for the growth study.
HI19""YAC"" mice are not different from wt littermates at birth. The ratio of the weight
(Figure 2B) of HI9™"YAC" versus wt clearly shows that there is no weight difference
between these animals. As H/9”" mice are bigger than wt and as there is no weight difference
between H19""YAC"" and wr, we can assume that the YAC transgene expression on H/9""
background rescues the knock-out overgrowth phenotype.

Taken together, these growth curve analyses show that ectopic H/9 expression leads to
recovery of normal growth on a H/9"" background. This suggests a role for the H/9 RNA

itself on the control of growth factors.

Igf2 expression analysis

The overgrowth phenotype of H19*® mice is attributed to the loss of imprinting and
overexpression of /gf2 in mesoderm derived tissues. The H/ 9" P5 animals have a 25%
increase of /gf2 mRNA expression in muscle tissue compared to their wild-type littermates
(Ripoche et al., 1997). We therefore analysed the Igf2 expression in the Tg line. We crossed
H19" females with Tg heterozygous males in order to obtain H19""Tg and H19"" controls in
the same litter. P5 neonates were dissected and RNA from muscle tissues was prepared for 2
HI19"Tg and 2 HI9"" animals. After reverse transcription, a 20 cycle semi-quantitative PCR

was performed for H19, Igf2 and TBP (Figure 3). As expected, expression of H/9 RNA is
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Figure 3: Igf2 gene expression in Tg line. H/9, Igf2 and TBP gene expression were
analysed by semi-quantitative RT-PCR. Transgenic animals on an H/ 97" background were
compared to control H/9"" mouse. Igf2/TBP ratios are indicated under the corresponding
fragments.
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Figure 4: Imprinted gene network analysis. The twelve genes with significant similar
results between the two transgenic lines are represented. The expression level of wf mice was
set at 1 and histograms show modifications relative to this level. For each gene, the three first
histograms represent results obtained with H/9" x Tg™" and the three next ones the results
obtained with H19""YAC"" x wt crosses. Error bars indicate standard deviation. Student test p
value significance is indicated with stars.



mainly seen in H19""Tg. Two independent experiments were conducted and when the average
Igf2/TBP expression ratio is set at 1 = 0.07 for HI19" animals (0.21 and 0.25), this ratio
becomes 0.73 + 0.10 for H19""Tg (0.17 and 0.19) indicating a ~25% decrease in Igf2 mRNA
expression in HI9 expressing mice. These results were further confirmed by RT-qPCR
experiments (data not shown) and suggest that the H7/9 RNA might act in trans on Igf2
mRNA level.

Imprinted gene network (IGN) analysis

A network of coexpressed imprinted genes that could regulate embryonic growth has been
previously described (Varrault et al., 2006). As HI9 and Igf2 belong to this IGN, we decided
to study whether loss of H79 function can lead to disregulation of the other genes of the IGN
and whether this disregulation is rescued by the H/9 transgenic expression. We therefore
crossed H19""" females with Tg males and H19*"YAC"" females with wild-type males in
order to obtain wr, HI9"" and HI9"Tg"" littermates and wt, H19"" and HI9"'YAC™
littermates, respectively. E14.5 embryos were dissected and placenta, liver and posterior limb
muscle tissues were collected. We focused on muscle tissue in which the expression of the
transgenes is the strongest (Figure 1). The results of the RT-qPCR experiment have been
analysed with a Student statistical test, histograms are shown in Figure 4 and a complete table
is available in supplemental data. We were able to show that eight genes are significantly
upregulated in H79"" mice and rescued to wild-type level in H19""Tg and H19""YAC mice:
Igf2 and Cdknlc, which are located as H/9 on distal part of mouse chromosome 7, Gnas,
DIk, Rtll, Mest, Igf2R and Grbl0 (in HI9""YAC mice, Grbl0 rescue is at the limit of
significance with p=0,051). Interestingly, two genes are found not to be regulated by H/9 in
both crosses: Gatm and Rian. The Gtl2 gene expression is significantly modified in the Tg
cross but not in the YAC one, suggesting a non specific effect. Moreover, three genes are
found to be regulated in the second cross but were not studied in the first one: Dcn, Peg3 and
Slc38a4. We also analysed placenta RNA from the YAC cross. It is interesting to note that a
similar effect was not observed in the placenta (data not shown). These results demonstrate
for the fist time a trans effect of the H/9 RNA on the mRNA levels of at least eight genes.
Moreover this reinforces the finding that a functionnal imprinting gene network (IGN) exists

and suggests that H19 is a trans regulator of the IGN.

90



A. H19**" females x Tg males

Litter 1* | Litter 2* | Litter 3 total % H19 expression
wt 3 4 1 8 26% | 1,06 £ 0.14 (100%)
Tg™ 1 2 1 4 | 13% | 1,39+ 0.41 (131%)
H19™ 5 4 1 10 32% 0,01 £ 0.00 (0%)
H19"Tg™ 2 2 5 9 | 29% | 0,83%0.11 (79%)
TOTAL 11 12 8 31

B. H19***YAC"" females x wild-type males
Litter 1* | Litter 2 | Litter 3 | Litter 4* | total % H19 expression

wt 4 3 2 8 17 | 36% | 0.93 % 0.15 (100%)
YAC™ 0 0 0 1 1 2% 1.07 (115%)
H19™ 5 2 2 2 11 | 24% | 0.00+0.00 (0%)
H19™YAC*" 4 2 6 5 18 | 38% | 0.82+0.29 (88%)
TOTAL 13 8 9 16 47

Table 1: Bias in transgenic genotype inheritance. Distribution of the four genotypes
obtained in the three H19" x T litters and in the four H19""YAC"" x wt litters. A bias in
the transmission of the H19""Tg"" and H19""YAC™ was observed as it is expected to be
25%. The average HI9 expression is given for each genotype. The stars indicate the litter
from which originate the animals used for the IGN analysis.



Control of H19 expression in transgenic animals

In our experiments, we observed a bias in the transgene transmission (Table 1). In the Tg line
cross, we obtained only 4 Tg out of 31 animals from 3 litters, which corresponds to 13%
instead of the expected 25%. In the YAC line, we obtained only 1 YAC out of 47 animals
from 4 litters, which corresponds to 2% instead of the expected 25%. Moreover, the few

transgenic animals obtained on the H19™"

background do not overexpress H/9 (30%) as
expected by the expression on H19”" background (80%). These results are in favour of a yet

unexplained control of the H79 RNA level during embryogenesis.
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Discussion

The H19 gene was cloned in 1988 and it was soon proposed that it functioned as a non coding
RNA (Brannan et al., 1990). Although we have recently shown that the H79 locus acts as a
tumour suppressor, its precise function is still unknown (Yoshimizu et al. 2008). Our purpose
was to use animal models to explore this function. Since the H19 deletion displays a cis effect
on the adjacent /gf2 gene, we decided to produce transgenic animals to express the RNA
outside of his own genomic context. We obtained a transgenic line using the Necdin gene
promoter, which is mostly ubiquitous with a high expression in brain and central nervous
system (Gerard et al., 1999). Although we did not perform extensive behaviour analysis, we
did not observe any obvious phenotype due to this ectopic brain expression. We also used the
YAC transgenic line previously described (Ainscough et al., 2000). Careful growth curve
analysis clearly shows that the HI9 ectopic expression on an H19"" background is able, in
both transgenic lines, to rescue the H19"" overgrowth phenotype, during embryogenesis and
throughout adult life. The phenotype of the H19*"* and H19** animals has been explained by
a cis effect of the H19 locus on the Igf2 gene, which becomes biallelically expressed
(Leighton et al., 1995; Ripoche et al., 1997). This loss of imprinting results in Igf2
overexpression, which can explain the overgrowth phenotype. Our results show that the H79
gene does not only control growth via a cis effect on Igf2 but that the H79 RNA itself may be
implicated. The lack of H19 RNA may therefore be in part responsible for the H79*" and
HI19™ phenotypes. As a matter of fact, we observed that gf2 expression was reduced in
HI19""Tg™ animals compared to H19™*. This is the first direct proof of an effect of the HI9
RNA on the /gf2 mRNA expression in trans, in vivo.

Another clue for H79 implication in growth control is that it has been shown to belong to an
imprinted gene network (IGN) that can control embryonic and post-natal growth (Varrault et
al., 2006). This IGN is composed of ~16 coexpressed imprinted genes and almost all of these
induce growth phenotypes upon targeted deletion or overexpression. A recent study suggests
that 11 of these genes, and among them H/9 and Igf2, are important for fetal and early post-
natal growth and that their down-regulation contributes to growth deceleration in order to
limit body size (Lui et al., 2008). We closely analysed if the expression of the imprinted genes
of this network was modified in H/9" mice and if this expression could be rescued in H19
"Tg™ and H19""YAC™ mice. We observed an upregulation of at least eight imprinted genes

in H19" animals and a recovery of normal expression, comparable to wr, in transgenic H19
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Expression

KO : growth phenotype

Function

Reference

DIkl Pat +/- . Growth restriction Delta-like transmembrane and (Moon et al., 2002)
secreted protein, EGF-like family

Gnas Pat +/- : Growth restriction Ga subunit of G-protein (Yuetal., 1998)

Igf2 Pat +/- : Growth restriction (60% wt)  Embryonic growth factor (DeChiara et al., 1990)

Mest Pat +/- : Growth restriction Presumptive hydrolase enzyme (Lefebvre et al., 1998)

Peg3 Pat +/- : Growth restriction ZnF protein (Liet al., 1999)

Rl Pat No growth phenotype Retrotransposon-like protein (Sekita et al., 2008)

Slc38a4  Pat Not done Amino acid transporter

Cdknlc Mat No growth phenotype Inhibition of cell cycle (Zhang et al., 1997)

Dcn Mat No growth phenotype Proteoglycan (Danielson et al., 1997)

Grb10 Mat -/+ : Disproportionate overgrowth — Adaptator protein in IGF pathway (Charalambous et al., 2003)

Igf2R Mat -/+ : overgrowth (140% wt) Igf2 clearance (Wang et al., 1994)

Table 2: Regulated genes and their effect on growth according to targeted deletion
experiments. Seven of the regulated genes are paternally expressed and five of them have a
positive growth effect. Four are maternally expressed and three of them have a negative effect
on growth or proliferation.



expressing animals on HI9"" background. These experiments reinforce the functional
existence of the IGN. Interestingly, among the regulated genes, four are maternally expressed
(Cdknlc, Igf2R, Grb10 and Dcn) and seven are paternally expressed (Igf2, DIkl, Rtll, Mest,
GnasXL, Peg3 and Slc38a4). In agreement with the parental conflict theory (Moore and Haig,
1991), the majority of paternally expressed regulated genes have a growth promoting effect
whereas the majority of the maternally expressed regulated genes inhibit growth as shown by
their targeted deletion phenotype (Table 2). Moreover, the deregulation of the genes is modest
in magnitude, with a maximum significant increase of ~35% for Igf2 and of ~15% for Gnas
and Grbl0. Overall, the phenotype of HI9"" mice must therefore be the resultant of
upregulation of these growth regulatory factors, which lead to overgrowth. These observations

are in favour of a role for /79 in fine-tuned regulation of the IGN.

Parthenogenetic embryos are not viable (McGrath and Solter, 1984; Surani ef al., 1984) and
this was the basis of the discovery of imprinting. Data from the production of bi-maternal

H]9A13/fgwt

embryos has suggested a role for H/9 in this lethality. Production of ng bi-maternal

embryos lead to a low survival rate (Kono et al., 2004) and production of ng®“?R/fg""

embryos lead to birth of non viable mice (Kawahara ez al., 2007a). The double ng™/?4" 4/¢-

PMR/fo™ bi-maternal embryos are viable, with a survival rate close to in vitro fertilized
embryos (Kawahara et al., 2007b). These results suggested that parthenogenetic lethality is
due to a lack of imprinting of the H79/Igf2 and DIk1/Gtl2 loci, both belonging to the IGN
(Varrault et al., 2006 194). In particular, bi-allelic H/9 expression would be involved in

lethality of ng¢PM%/fg"!

embryos suggesting that H79 transcripts play an important role in
mouse development. Our present study brings new clues to better understanding of the role of
HI19 as a regulator of a network of imprinted genes which is important for survival and

growth of the embryo.

The H19/Igf2 locus is implicated in different pathologies and particularly in Silver-Russell
syndrome (SRS) (Gicquel et al., 2005). In 60% of the SRS patients, hypomethylation of the
ICR is observed (Netchine et al., 2007) which could lead to loss of imprinting of the locus
with loss of Igf2 expression and H19 overexpression. Nevertheless circulating IGF2 peptide
levels are found within normal values. Therefore, H/9 overexpression itself could be involved
in this syndrome. Other SRS (10%) patients show maternal disomy of chromosome 7, which

carries two imprinted loci with Grbl0 and Sgce, Pegl(, Mest, Copy2 genes respectively
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(Eggermann et al., 1997; Preece et al., 1997). In our study we found that H/9 is able not only
to control /gf2 gene expression but also Grb10 and Mest mRNA levels. The regulation of the
IGN by HI19 might be a clue to understand the relationship existing between the three
implicated imprinted loci in SRS. It would be interesting to explore 79 RNA and the IGN

genes expression in SRS patients.

The functional evidence of this IGN raises the question of the mechanism of
regulation between these genes. Zac/ transcription factor was described as being able to bind
common enhancers of the H79 and Igf2 genes to promote their expression (Varrault et al.,
2006). A link between Igf2 and Cdknlc has also been reported, even though the mechanism is
unknown: increase in circulating Igf2 peptide level in Igf2R”" animals leads to decrease of
Cdknlc gene expression (Grandjean et al., 2000). Igf2, Igf2R and Grb10 belong to the same
IGF signalling pathway. Igf2R is a scavenger receptor that leads to the clearance of
circulating Igf2 (Wang et al., 1994). Grb10 is an adaptor protein which is an inhibitor of
insulin and IGF signalling pathway, although knock-out experiments show that its growth
effect is independent of this pathway (Charalambous ef al., 2003; Smith ef al., 2006). We can
also propose a similar mechanism in 79" mice in which Igf2 expression increase may lead
to Igf2R and Grbl10 overexpression as a response to maintain overall growth homeostasis. In
our models, we show that H/9 can act in trans to regulate genes of the IGN, which suggests
an effect of the RNA itself. This regulation can occur at transcriptional or post-transcriptional
level. Two major features arise from evolutionary conservation study of the H7/9 gene: the
exon-intron structure of the gene and the precursor of the microRNA miR675 are conserved,
suggesting a role for both the full-length spliced transcript and for the processed miRNA
(Smits et al., 2008). One mechanism of post-transcriptionnal control is regulation via full-
length H79 RNA and RNA-binding proteins interaction. As an example, /gf2 mRNA-binding
proteins IMP are able to bind to 5' leaders and 3'UTR of Igf2 mRNAs and can also bind H/9
RNA (Runge et al., 2000). IMP1 (CRD-BP) is also able to bind c-Myc RNA and protect it
from endonucleotidic cleavage by a polysome associated protein (Sparanese and Lee, 2007).
A cleavage also exists for /gf2 mRNA (Nielsen and Christiansen, 1992; van Dijk et al., 2000).
Since H19 RNA has been described to be associated with polysomes, it could therefore bring
Igf2 mRNA to polysomes via IMP1 interaction and favour /gf2 mRNA cleavage. Other yet
unknown RNA-binding proteins could also be involved in the mechanism by which H79
RNA can control the IGN gene expression. Another mechanism implicates miR-675. By

binding their mRNA targets in miRISC complex with an imperfect match, microRNAs are
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known as translational repressors but may also lead to mRNA degradation or sequestration in
P-bodies (Chu and Rana, 2007). MiR-675 could therefore act directly on the mRNA levels
found to be regulated in our mouse models or indirectly control mRNA stability or translation
of a common regulator. It would be interesting to analyse the protein levels of these 11 genes
in our mouse models to investigate whether the protein regulation is stronger than mRNA
regulation as expected for a miRNA. To distinguish between H/9 full-length and miR-675
effect, it would be conceivable to produce miR-675 transgenic mice and analyse whether this

ectopic miRNA expression can rescue the H19** phenotype.

In summary, using transgenic mouse models to explore the role of ectopic expression of H/9
RNA, we have shown that this non coding RNA can act as a trans regulator, not only on /gf2,
but also on several other imprinted genes belonging to an interconnected network, involved in
the control of growth and survival of mouse embryo. Although the direct or indirect
mechanisms involved in this regulation are not yet understood, this opens new perspectives on
regulatory aspects of genomic imprinting and its function in development and human

pathologies.
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A. PCR primer sequences and annealing conditions
Gene Sense primer Antisense primer
amplified (5'-NNN-3") (5'-NNN-3") T°a
Necdin ~ (N8) GCATCTTATTCATGAGAGAC (N28) CTCGGTGGAGACCAGCAG 58°C
©
g Necdin ~ (N6) GCTCTCCATTTCTATTAGGTC (N16) GCAATATTTCTCTACAAGAC 52°C
§. Neo GTGTTCCGGCTGTCAGCGCA GTCCTGATAGCGGTCCGCCA 66°C
«Q
LacZ CAGTTTACCCGCTCTGCTAC GCGTTGGCAATTTAACCGCC 55°C
§ H19 CCACTACACTACCTGCCTCAGAATCTGC  GGTGGGTACTGGGGCAGCATTG
B] [
g % g Igf2 GACGTGTCTACCTCTCAGGCCGTACTT  GGGTGTCAATTGGGTTGTTTAGAGCCA  60°C
5 TBP AACACACGGAGCCAGAAGTC TACTGAACTGCTGGTGGGTC
9 H19 GGAGACTAGGCCAGGTCTC GCCCATGGTGTTCAAGAAGGC s0C
0 0°
o TBP GCAATCAACATCTCAGCAACC CGAAGTGCAATGGTCTTTAGG
B. Probe sequences
Sequence
Gene (5'-NNN-3")
2 H19 ACATTCATACGGAGAGACTC
[
T
Q % g Igf2 ACACGCTTCAGTTTGTCTGT
S| TBP  GAGTTGTGCAGAAGTTGGGC

Table 3: Primers and probes used for PCR, sqPCR and qPCR experiments.




Materials and methods

Transgene construct

Transgenic constructs for the Necdin-H19 line consisted in a plasmid containing the Ndn
promoter (a 1.3 kb EcoRI-Sacl fragment, accession number D76440) associated with a
conserved 2.5kb EcoRI fragment (Kuo et al., 1995). This promoter region was placed
upstream from the Dralll-Sall full genomic region of the H179 gene (AF04091). Plasmid DNA
was prepared by cesium chloride gradient purification and resuspended in transgenic injection
buffer (10mM TrisHCI pH7.5, 0.1 mM EDTA pHS8, 100mM NaCl) at 5-10ng/ul and
microinjected into the pronucleus of C57BL/6xCBA fertilized eggs.

Founders were identified by Southern blot analysis after HindIII digestion using a Ndn PCR
amplified probe (primers N8 and N28§, Table 3). Two founders were bred with C57BL/6/CBA
females to establish the transgenic lines. Ectopic HI9 expression was then checked by
breeding transgenic males with H79" females. Only one line, subsequently named Tg line,
was kept, since the other displayed variegated expression as detected by in situ hybridisation.
Expression was found not only in the central nervous system as expected from the expression
pattern of the endogenous Ndn gene, but also to be relatively ubiquitous, suggesting that the
promoter region did not contain all the regulatory control sequences present in the
endogenous gene. Transgene copy number was determined to be 30 copies by Southern blot
analysis.

HI19* Tg and YAC lines were maintained on an outbred C57BL/6/CBA/129 background. Wt

animals used in the experiments were C57BL/6/CBA mice.

Genotyping

DNA was extracted from tail biopsies and PCR was done according to manufacturer’s
instructions (Invitrogen). For Tg line, primers N6 and N16, hybridizing to the Necdin
promoter were used; a 1.5 kb transgenic fragment and a 2 kb Necdin endogenous fragment are
obtained. For the YAC line, lacZ primers were used. Neo primers were used to genotype
H19% allele in heterozygous animals. Primer sequences and annealing temperature conditions

are described in Table 3.
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Gene expression analysis

Collected tissues were disrupted using a MixerMill apparatus (Qiagen) and total RNA was
extracted with TRizol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer's instructions.
Extracted RNA was RQI1-DNase treated (Promega) and then reextracted with
phenol:chloroform and chloroform before ethanol precipitation.

For the expression profile analysis, we carried out reverse transcription with SuperScriptIl
(Invitrogen) on 500 ng of total RNA with random hexamer oligonucleotides. Quantitative
PCR was performed for /79 and 7BP genes on 1 ng cDNA in 10 pl final volume with Fast-
start MasterMix reagent (Roche) in a Light-Cycler 2.0 apparatus (Roche). For the semi-
quantitative PCR, analysis was done on 50 ng cDNA and 20 cycles of amplification were
chosen for H19, Igf2 and TBP primers. Samples were separated on 1% agarose gel and blotted
to Hybond N+ membranes (Amersham) in 0.4N NaOH. Membranes were rinsed with 50mM
NaPi pH6.5. Hybridization was performed in Church buffer with an internal probe for each
PCR product. Membranes were exposed in a Phospholmager cassette and quantification was
performed with ImageQuant Software (MP Biomedicals). The sequences of primers and

probes used and annealing temperature conditions are given in Table 3.

For the imprinted genes network analysis, RNA was prepared from two animals per genotype
from two litters; therefore four animals per genotype for each cross were analysed. We carried
out 3 independent reverse transcription experiments for each sample on 1 pg of total RNA.
qPCR was performed on 2 ng cDNA in a Light-Cycler 480 apparatus (Roche). The primers
used to amplify the imprinted genes were described previously (Varrault et al., 2006). The
selection of appropriate housekeeping genes was performed with geNorm (Vandesompele et
al., 2002). The level of expression of each imprinted gene X was normalized to the geometric
mean of the expression levels of several housekeeping genes (Hprt2, Trfril, and Tubb?2 for Tg
line; Gus2, Mrpl32, Hprt2, and Tubb2 for YAC line), according to the formula: X/geometric
mean (R1, R2, R3) = 2(Ct[X]2arithmetic mean [Ct(R1),Ct(R2),Ct(R3)]), where Ct is the
threshold cycle, and R1, R2, R3 are the three reference genes. Student test statistical analysis

was performed.

Growth curve analysis
Newborn animals were marked at day 1 and weighed almost every day from P1 to 4 weeks.
Males and females were separated at 4 weeks and the littermates of the same sex were placed

in the same cage in order to keep the same environment for the different genotypes during the
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rest of the experiment. The animals were then weighed twice a week up to 10 weeks. For each
line, at least 4 litters were analysed. Weights were plotted on growth curves and a two-factors
(litter and genotype) Anova statistical analysis using StatView software was performed for
each sex at each point. The weight ratio of transgenic to control animals (H/9"" or wild-type)
was calculated. This ratio was expressed as the percentage of transgenic animal weight versus

control.
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Figure legends

Figure 1: Ectopic expression of H19. The transgenes were bred on an H/9"" background in
order to detect transgenic H/9 expression alone. A. Expression in placenta (P1), liver (Li) and
posterior limb muscle (Mu) tissues from E14.5 embryos. B. Expression in brain (Br), lung
(Lu), liver (L), kidney (Ki), tongue (To), heart (He) and skeletal muscle (Mu) tissues from P5
neonates. H19 expression, measured by RT-qPCR, is expressed in arbitrary units, relative to

TBP gene expression.

Figure 2: Growth phenotype of the transgenic animals. A. Growth curves for female (left)
and male (right) littermates from H19"" x wt, H19" x Tg" and HI9""YAC™ x wt crosses.
One representative litter is given, as an example for each line. B. Ratios for each sex at each
point have been calculated for each cross. The graph represents mean ratios for at least 4
littermates during 10 weeks. Error bars indicate standard error of the mean (SEM). 100%

represents no difference of one genotype versus the other.

Figure 3: Igf2 gene expression in Tg line. 479, Igf2 and TBP gene expression were analysed
by semi-quantitative RT-PCR. Transgenic animals on an H19"" background were compared

to control H79”" mouse. Igf2/TBP ratios are indicated under the corresponding fragments.

Figure 4: Imprinted gene network analysis. The twelve genes with significant similar
results between the two transgenic lines are represented. The expression level of wf mice was
set at 1 and histograms show modifications relative to this level. For each gene, the three first
histograms represent results obtained with H19"" x Tg™" and the three next ones the results
obtained with H19""YAC"" x wt crosses. Error bars indicate standard deviation. Student test p

value significance is indicated with stars.

Table 1: Bias in transgenic genotype inheritance. Distribution of the four genotypes
obtained in the three H19" x Tg™" litters and in the four H19™"YAC"" x wt litters. A bias in
the transmission of the H19""Tg"" and HI19""YAC™ was observed as it is expected to be
25%. The average HI9 expression is given for each genotype. The stars indicate the litter

from which originate the animals used for the IGN analysis.
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Crosses ? H19*" x & H19""Tg ? H19**YACx & WT

Genotype | WT H19™ H19"*Tg wT H19™ H19™YAC
Average sd |[Average sd KO/WT vs ?NT Average sd K/\(I)v'l_;_g vs F\)NT vsF:(O Average sd |Average sd /CVQI' VSRNT Average sd KOWY_I_ac/ vs ?NT vsF:(O
Cdkn1c | 29,33 5,55| 38,14 580 1,30 0,000 31,966 8,745 1,09 0,218 0,006| 57,52 10,01| 70,09 12,15 1,22 0,000 | 58,35 10,69 1,01 0,463 0,000
Dcn -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 6,62 1,07 738 1,19 1,11 0,005| 6,64 125 1,00 0,881 0,000
DIk1 | 2294 4,85| 30,73 4,87 1,34 0,000| 23,953 5,368 1,04 0,497 0,000 26,41 4,21 | 33,60 5,06 1,27 0,000 | 28,96 5,31 1,10 0,015 0,000
Gatm | 042 0,06| 042 0,03 1,00 0979| 0,434 0,108 1,03 0,590 0,530| 0,50 0,09| 0,53 0,09 1,06 0,189 | 050 0,09 099 0,860 0,083
Gnasex1 | 16,02 2,15| 19,25 1,97 1,20 0,000 15227 4,491 0,95 0,437 0,000 26,03 3,34 | 29,26 3,44 1,12 0,000 | 27,27 435 1,05 0,117 0,030
Gnas XL | 2,36 031| 321 052 1,36 0,000 2,319 0,635 0,98 0,782 0,000/ 2,30 039 269 0,37 1,17 0,001 | 243 066 1,06 0,269 0,010
Gtl2 | 20,11 3,16 | 24,77 4,35 1,23 0,000| 18,535 6,259 0,92 0,278 0,000 11,37 1,77 | 11,20 2,13 0,98 0,470 | 12,07 3,27 1,06 0,230 0,150
Grb10 | 6,19 088| 749 1,01 1,21 0,000 5976 2,181 0,97 0,654 0,003 813 1,23| 889 1,65 1,09 0,042| 844 146 1,04 0,137 0,051
H19 | 265,37 37,71| 0,27 0,13 0,00 0,000|188,470 56,145 0,71 0,000 0,000| 215,43 42,50, 4,75 11,24 0,02 0,000 | 213,35 113,45 0,99 0,893 0,000
Igf2 | 102,29 17,93| 135,93 14,81 1,33 0,000|107,926 32,066 1,06 0,456 0,000 64,49 17,86 91,28 24,00 1,42 0,000 | 71,38 21,93 1,11 0,073 0,000
Igf2r | 1,72 034| 2,13 040 1,24 0,000 1,670 0,491 0,97 0,704 0,001f 066 0,13 084 0,15 1,26 0,000 0,73 0,14 1,11 0,052 0,024
Mest | 10,37 191| 1326 1,73 1,28 0,000 9,896 3,426 0,95 0,557 0,000f 729 2,19| 828 2,70 1,14 0,014| 7,48 262 1,03 0,215 0,045
Ndn -- - -- -- -- -- -- - -- -- -- 1,68 039 15 040 099 0,820 | 1,53 046 0,97 0,543 0,377
Nnat -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 10,09 2,00 931 1,71 0,92 0,002| 897 1,75 0,89 0,016 0,521
Peg3 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 17,93 2,33| 19,84 2,88 1,11 0,001 | 18,47 2,89 1,03 0,281 0,034
Rian | 16,03 2,26 16,02 1,59 1,00 0,991| 15,791 4,848 0,99 0,830 0,827 996 143| 10,27 1,93 1,03 0,513 | 943 142 095 0,243 0,010
RtI1| 027 0,07| 034 006 1,27 0,000 0253 0,066 0,95 0,497 0,000/ 041 0,07| 047 0,0 1,13 0,003 043 0,08 1,04 0,330 0,023
Sgce -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 0,10 0,04| 0,11 0,04 1,02 0,424| 0,09 0,04 0,84 0,075 0,011
Slc38a4 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 152 032 181 052 1,19 0,004 163 050 1,07 0,223 0,001
Zac1 -- - -- -- -- -- -- - -- -- -- 580 1,32| 6,28 1,84 1,08 0,117| 552 1,64 095 0,291 0,002

Supplemental Table 1: Complete results of the IGN network analysis. Each value is the average of four samples of animals coming from two
litters. RT-qPCR was performed with geNorm normalisation. Statistical Student p value test was performed; significant p values are marked in
bold. -- indicates not done.



Table 2: Regulated genes and their effect on growth according to targeted deletion
experiments. Seven of the regulated genes are paternally expressed and five of them have a
positive growth effect. Four are maternally expressed and three of them have a negative effect

on growth or proliferation.

Table 3: Primers and probes used for PCR, sqPCR and qPCR experiments.
Supplemental Table 1: Complete results of the IGN network analysis. Each value is the
average of four samples of animals coming from two litters. RT-qPCR was performed with

geNorm normalisation. Statistical Student p value test was performed; significant p values are

marked in bold. -- indicates not done.
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Article 3 The H19 gene acts as a trans regulator of the imprinted gene network controlling growth in mice

Conclusions

Nos résultats montrent dans deux lignées transgéniques indépendantes un effet négatif
de I'ARN HI9 sur la croissance des souris. Cet effet de croissance s'accompagne d'une
répression de I'expression de 'ARNm de onze geénes soumis a l'empreinte appartenant au
réseau de genes soumis a I'Empreinte (IGN) impliqué dans la régulation de la croissance
(Varrault et al., 2006). Ces données montrent pour la premiere fois un effet régulateur en
trans de I'ARN H19 sur le niveau d'expression d'autres génes. Parmi les génes régulés, sept
sont d'expression paternelle : Igf2, DIk, Rtll, Gnas, Mest, Peg3 et Slc38a4 et quatre sont
d'expression maternelle : Cdknlic, Grb10, Igf2R et Dcn. Par ailleurs, cinq ont un effet positif
sur la croissance embryonnaire et trois ont un effet négatif sur la croissance ou la prolifération
cellulaire. Les phénotypes de surcroissance des souris H19"" et de croissance similaire a celle
des animaux sauvages pour les H197"Tg ou les H19""YAC sont donc dus a la résultante de la
régulation de ces genes. L'ARN H/9 aurait ainsi une fonction de régulation fine de la

croissance via I'lGN.

Nos résultats apportent une confirmation de l'existence fonctionnelle de ce réseau IGN.
Ces données permettent des avancées dans la compréhension de la fonction du géne H79, au
cours de l'embryogenése et en tant que gene suppresseur de tumeur, d'une part et de la

régulation des génes soumis a I'empreinte d'autre part.

La question du mécanisme d'action de I'ARN HI9 reste posée. La régulation de
I'expression de ces genes peut étre due, au niveau post-transcriptionnel, a 'ARN pleine
longueur, via des interactions ARN-protéines, ou @ miR-675, un microARN produit a partir de
I'ARN HI9. Par ailleurs, l'exploration des mutants des autres geénes de I'lGN pourrait étre
importante pour comprendre la hiérarchie de régulation des geénes de ce réseau. Nos résultats
ouvrent ainsi de nouvelles perspectives dans la compréhension du réle des génes soumis a
I'Empreinte dans le développement embryonnaire et dans les pathologies humaines lies a

I'Empreinte parentale.
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Introduction

L'Empreinte Parentale est un mécanisme ¢épigénétique qui conduit a l'expression
monoallélique d'un petit groupe de génes en fonction de l'origine parentale de l'all¢le. Les
genes H19 et Igf2 ont été parmi les premiers génes soumis a I'empreinte décrits. Ils constituent
un locus soumis a I'empreinte et ont une expression opposée : H19 étant exprimé a partir de
l'allele maternelle et Igf2 a partir de l'allele paternel. Le facteur Igf2 a été¢ impliqué dans la
myogenese (Charge and Rudnicki, 2004) et I'ARN H19 avait été cloné dans la méme banque
de facteurs myogéniques que MyoD et appelé MyoH (Davis et al., 1987). Par ailleurs, ces
genes sont induits, avec cing autre geénes soumis a I'Empreinte, au cours du processus de
régénération musculaire parallelement a l'induction de la Myogenin (Yan et al., 2003). Ces
données nous ont conduit a poser la question du role des génes H19 et Igf2 dans la myogeneése,
en particulier chez l'adulte. La régénération musculaire, qui permet de réparer le muscle 1és¢
en produisant de nouvelles fibres musculaires, est un processus de différenciation myogénique
a partir des cellules souches musculaires, appelées cellules satellites (Le Grand and Rudnicki,
2007; Sambasivan and Tajbakhsh, 2007). Nous avons donc porté un intérét particulier a ces

cellules.

Peu de données sont disponibles quant a la régulation de 'Empreinte dans les cellules
souches adultes. La premicre observation est que, en accord avec le cycle de 'Empreinte
parentale, I'Empreinte est effacée dans les cellules germinales primordiales (PGC), qui sont
les cellules souches gamétiques, et les génes H19 et Igf2 s'y expriment de fagon biallélique
(Szabo and Mann, 1995a). La seconde donnée est que chez I'humain le geéne /gf2 s'exprime de
facon monoallélique dans le sang circulant et biallélique dans la moelle osseuse, qui est riche
en cellules souches hématopoiétiques (HSC) (Morison et al., 2000). Par ailleurs, le géne Igf2
est également exprimé a partir des deux alléles dans le sang de cordon (Giannoukakis et al.,
1993). Ces données obtenues dans les PGC et les HSC suggérent que 1'expression biallélique

des génes soumis a 'Empreinte pourrait étre un marqueur de cellules souches adultes.

Nous avons utilisé la cellule satellite pour vérifier cette hypothése dans un nouveau
modele de cellule souche adulte. Nous avons réalisé ces études avec trois lignées de souris :
HI9", Igf2" et SD7, qui porte un fragment spretus sur la partie distale du chromosome 7 et

contient donc des polymorphismes au niveau des génes H19 et Igf2. Les femelles H19™ ont
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¢été croisées avec des males sauvages afin d'obtenir des descendants hétérozygotes maternels
HI9", les males Igf2”" ont été croisés avec des femelles sauvages afin d'obtenir des
descendants hétérozygotes paternels Jgf2™". L'expression respectivement du géne H19 et Igf?
dans les cellules satellites de ces souris hétérozygotes indique une expression a partir d'un
allele normalement réprimé et suggere donc une expression biallélique de ces genes. Nous
avons ensuite utilisé les animaux SD7 afin de nous affranchir d'un éventuel dialogue entre les
alléles conduisant a une réactivation de l'allele normalement réprimé. Par ailleurs, nous avons
voulu étudier les cellules satellites dans un état de quiescence proche de celui qu'elles ont sur
la fibre musculaire. Pour cela, en collaboration avec D. Montarras, nous avons croisé les

souris SD7 avec des souris Pax3°"

, ce géne étant un marqueur des cellules satellites et nous
avons pu faire un tri par FACS pour obtenir une population quiescente pure. Nous avons ainsi
observé dans ces cellules triées l'expression biallélique du gene Igf2, suggérant un

relachement de I'Empreinte dans les cellules satellites quiescentes.
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Abstract

Genomic imprinting is an epigenetic mechanism which controls gene expression and leads to
parent-of-origin specific expression. It is established during gametogenesis and is erased at
each generation in the primordial germ cells, which are the gamete stem cells. Imprinting
consists of a primary mark which is apposed on specific regulatory sequences called
imprinting centres (ICR) and results in differential DNA methylation. This mark is then read
in somatic tissues and leads to monoallelic expression of the imprinted genes. These genes are
mostly involved in growth control and proliferation of the embryo. The H/9 and Igf2 genes
have been extensively studied to define the regulatory mechanisms linked with this epigenetic
control. We investigated the imprinted status of these two genes in adult stem cells and chose
to study myogenic stem cells, because there is evidence that these two genes play a role in
myogenesis and muscle regeneration. Using different mouse models, we were able to show
that expression of these two genes was biallelic in quiescent and activated satellite cells.
Expression remains biallelic upon differentiation of these cells in vitro. We also showed that
the H19 ICR is differentially methylated in these stem cells, suggesting that the primary
imprinting mark is present but that the reading is then relaxed or perhaps ignored in these

undifferentiated cells.
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Introduction

Genomic imprinting is a complex multistep process that results in parent-of-origin
dependent expression of one allele of certain genes. CpG methylation is one of the key
features involved in mammalian imprinting, although little is known about the nature of the
imprint and how it is recognized. Imprinted genes are characterised by differentially
methylated regions (DMR), with some of these DMRs being considered as Imprinting Control
Regions (ICR) such as the H79 DMR in the H19-Igf2 locus. Upon deletion of this ICR, both
H19 and Igf2 expression are affected, showing that this 2kb region has a central role in the
control of this imprinted locus (Thorvaldsen et al. 1998). This region has also been defined as
the target for a primary imprint, set during gametogenesis and absolutely essential for
maintaining the imprinted status in the embryo. The other DMRs which have been identified
in this region are linked to the Igf2 gene, DMRI and 2, and are considered as secondary
DMRs, with the establishment of their differential methylation occurring after fertilisation
(Lopes et al. 2003).
The imprinting mark which is responsible for monoallelic expression must be erased at each
generation in the primordial germ cells (PGCs), which are the gamete stem cells, and reset on
each parental genome during gametogenesis (Ferguson-Smith et al. 2003). The erasure of
imprinting has been defined by complete demethylation of DMR sequences and should result
in biallelic expression of these genes. This has indeed been observed in PGCs for genes such
as Igf2 and its receptor Igf2R (Mann 2001).
Since imprinting is lacking in germ cells, the question of a possible link between stemness
and imprinting was raised. Adult stem cells were thus analysed and it was shown that /gf2 is
biallelically expressed in human cord blood (Giannoukakis et al. 1996) and in haematopoietic
stem cells (HSCs) of human bone marrow, whereas only paternal specific expression was
observed in peripheral blood cells (Morison et al. 2000). The results obtained in PGCs and
HSCs therefore suggested that lack (or absence) of imprinting is a potential general marker of
stem cells.
The HI19 gene produces a non-coding RNA and is exclusively expressed from the maternal
allele (Gabory et al. 2006). It is strongly expressed throughout embryogenesis and is shut
down after birth, with the exception of skeletal muscle (and heart) in which it remains
expressed in adults (Poirier et al. 1991). Igf2 (insulin-like growth factor-2) is a paternally
expressed growth factor, highly expressed during embryogenesis (DeChiara et al. 1990). This
gene is also involved in muscle growth and differentiation and is linked to the myogenic

factors (MRFs) such as MyoD (Charge and Rudnicki 2004).
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Because HI19 remains strongly expressed in skeletal muscle cells, we were interested in
studying the expression of this H/9-Igf2 locus in satellite cells, considered as myogenic stem
cells. These cells are present in the mouse embryo from day 16.5 on and are then found
mostly after birth in two sets of populations. The first one appears around p2 to p7 and
consists of self-renewing, dividing cells (Sambasivan and Tajbakhsh 2007). The second
population is found in adults (or at least after p14). These cells are quiescent and are found on
the myotubes (Beauchamp et al. 2000). These satellite cells will be activated and recruited in
a regeneration process and participate in new formation of myoblasts and myotubes.
Interestingly, a microarray analysis performed on injured muscles undergoing regeneration
and producing a burst of these satellite cells revealed an increase in the expression of several
imprinted genes among which H79 and Igf2 (Yan et al. 2003). The question was raised if this
was linked to simple induction of expression or to modification of some epigenetic marks in
the satellite cells.

Our aim was to analyse the expression of these two genes in muscle satellite cells and to
determine if biallelic expression (or lack of imprinting) could be a marker for adult stem cells.
From several mouse crosses, either using null mutants of H79 or Igf2 or crosses with SD7
mice, we analysed allele specific expression and methylation status of these two imprinted
genes in activated satellite cells as well as in quiescent satellite cells.

We concluded that imprinted expression of these genes is lost in satellite cells. Methylation
analysis of the H79-Igf2 locus showed that the /79 ICR remained differentially methylated,
thus suggesting that biallelic expression is linked to a lack of reading of the imprinted signals
and not to a modification or an erasure of the primary imprint in these stem cells. Finally we
also addressed the status of imprinting during differentiation of these cells in culture and

found that absence of imprinting was maintained in culture.
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Figure 1

A Satellite cell culture obtained from individual muscle fibres. Fibres are incubated on
Matrigel coated plates. By day 4, small round satellite cells can be seen. By day 7, these cells
have differentiated into myotubes.

B Schematic representation of the Pat Het /gf2+/- alleles carrying a neoR gene inserted into
the Igf2 coding region.

C Maternal expression of /gf2 in activated satellite cells.

RT-PCR was performed on RNA extracted from day 4 cultured satellite cells from three
individual experiments using /gf2 primers and TBP primers as control.

Bone marrow was collected from untreated and SFU treated Pat Het mice (2 mice, one male
and one female, for each sample) and the same RT-PCR was performed on RNA from these
cells. The Igf2 fragment which is detected is expressed from the normally silent maternal
allele.
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Figure 2

A Schematic representation of the H/ g4

the H19 3kb transcription unit.

B Expression of maternal and paternal alleles in Pax3 HI197" " satellite cells. GFP+
FACS sorted cells (without culture) and a fraction of these cells cultured for 3 days (3d) were
used for expression analysis. Detection of maternally expressed neoR gene and of the
normally silent paternal H/9 allele was performed by RT-PCR on RNA from these two
samples. Gapdh was used as a control.

Mat Het alleles. The neoR gene (Neo) has replaced

+/GFP A3/+



Results

Igf2 expression in activated satellite cells

In order to investigate the allelic status of expression of imprinted genes, we started by
establishing satellite cell cultures from heterozygous mouse crosses. Female wt mice were
bred with male /gf2-/- mice to produce Pat Het Igf2+/- progeny. This allows to assess the
parental origin of the transcripts, since /gf2 mRNA can only be transcribed from the maternal
allele (Figure 1B). Cell cultures were set up from isolated muscle fibres of these mice (Figure
1A). The muscles from the hind limb were dissected out and fibres were obtained after
collagenase digestion. These fibres were put into culture on Matrigel coated plates and
satellite cells dropping off of these fibres were collected after 4 days. These cells are defined
as activated satellite cells. At day 7, these cells have differentiated into myotubes and a large
number of these can be seen in the culture. These cells were collected, RNA was prepared and
RT-PCR was performed to investigate the presence of (normally silent) maternal Igf2
expression (Figure 1B). This expression was detected in these cultured satellite cells in three
different experiments (Figure 1C). This was the first evidence for unusual biallelic expression
of the imprinted Igf2 gene in these satellite cells.

We also detected a high level of H/9 expression in these satellite cells, although the allelic
origin could not be identified in this experiment. Since HI9 expression is essentially
embryonic and is strongly down-regulated in adult mice except for skeletal muscle, this high
expression in satellite cells is an indication for a potential role of H/9 in myogenesis.

In parallel, we injected 10 weeks-old Igf2+/- Pat Het mice with 5FU to enrich the bone
marrow for undifferentiated haematopoietic stem cells. These cells were collected from hind
limb bones and the same RT-PCR analysis was performed. Bone marrow cells from non
injected adult mice were used as controls. In this non-enriched population, /gf2 expression
could not be detected (Figure 1C), showing that no expression arises from the maternal allele,
and that paternal monoallelic expression is the only /gf2 mRNA detected in wt context. In
contrast, in the SFU enriched population, the maternal /gf2 allele can be detected. Thus /gf2 is
biallelically expressed in murine HSCs confirming the previously published data in human
(Morison et al. 2000) The interpretation of these results in HSC would be that loss of biallelic
expression occurs upon differentiation in vivo, and Igf2 expression becomes monoallelic in

fully differentiated cells.
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Figure 3

A Expression of myogenic markers. Pax3 """ mice were crossed with SD7 mice. GFP+ cells
from the diaphragm of these mice were sorted by FACS. RNA was extracted either directly or
after maintenance in culture for 3, 5, 7 and 10 days. Markers of muscle differentiation, as well
as H19 and Igf2 were analysed for each time point by quantitative RT-PCR. TBP expression
was used as control.

B Biallelic expression of /gf2 in satellite cells. The paternal Spretus allele from the SD7 mice
carries a BsaAl sequence polymorphism in the /gf2 coding region. The same RNA samples
were used for RT-PCR followed by BsaAl digestion. Progeny from the same cross were
treated with 5-FU and RNA was prepared from bone-marrow cells from hind limbs as well as
surrounding muscle. Analysis was performed on GFP- cells, on GFP+ dO cells, on GFP+
cells maintained in culture (3 to 10d), on bone marrow cells (BM) and on adult muscle (M) in
order to detect /gf2 expression. Sp is a Spretus muscle RNA sample, Dom is a domesticus
muscle RNA sample (5 day-neonate). The paternal (Pat) fragment corresponds to the BsaAl
digested Spretus allele and the maternal (Mat) fragment is the normally silent allele.

C The same samples obtained after FACS sorting were analysed in parallel by quantitative
allele-specific RT-PCR. Expression of the paternal allele is normalized to 100%, showing that
there is a constant 20% level of maternal /gf2 in the GFP+ satellite cell samples. Dom
corresponds to Sday-neonate muscle used as control for domesticus allele detection.

D Schematic representation of the maternal domesticus (Dom) and paternal Spretus Igf2
alleles. B corresponds to the Spretus BsaAl polymorphism.
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Imprinted expression in quiescent satellite cells
We then investigated if the absence of imprinting identified in activated satellite cells also
exists in quiescent satellite cells. These cells are identified as Pax3 and Pax7 positive cells

(Beauchamp et al. 2000; Buckingham 2006). Crosses were set up between Igf2-/- and HI9-/-

+/GFP

mice with Pax3 mice, thus allowing the possibility of a direct FACS selection of

quiescent satellite cells labelled with GFP (Montarras et al. 2005).

In the experiment shown in Figure 2, female H/ 9*7* mutants were crossed with Pax3”"

males (Figure 2A). The Pax3""F mutation is essentially expressed in satellite cells from the
diaphragm and intercostal muscles. Diaphragms from the progeny of this cross were dissected
and a cell suspension was prepared from which the Pax3™" quiescent satellite cells were
selected after FACS sorting. Cells were then put into culture as previously described
(Montarras et al. 2005) and harvested after 3 days of culture. Cells collected directly after cell
sorting are considered as quiescent, whereas after 3 days of culture, they are defined as
activated satellite cells. Further myogenic differentiation is observed as culture is continued
up to 10 days, when myotubes are clearly visible.

RT-PCR results (Figure 2B) show the expected expression of the neomycin resistance gene
which was inserted into the H/9 locus to produce the deleted allele. Interestingly, the
normally silent paternal allele of H79 is also expressed in quiescent and 3 day activated cells.

This result suggests that H19 is also biallelically expressed in satellite cells.

Imprinted expression using Spretus polymorphisms

Finally, since the use of knock-out mutants could introduce a possible bias in the expression

+/GFP

patterns of H19 or Igf2, we performed another cross between Pax3 females and males

from the SD7 mouse strain, which carries polymorphisms of the distal region of chromosome
7 (Figure 3D). After FACS sorting and culture of the GFP positive cells up to 10 days, we
performed real-time qRT-PCR on the samples from d0 to d10 and evaluated the relative levels
of Pax3, Pax7, myf5, MyoD, myogenin and MRF4, as well as HI19 and Igf2 (Figure 3A). As
expected, Pax3, Pax7 and Myf5 decrease between d0O and d3, confirming that the cells which
have been collected are quiescent satellite cells which are undergoing activation. Induction of
myogenin and MRF4 follow the differentiation pattern of these cells, whereas the levels of
MyoD decrease progressively. Finally, H19 expression increases with differentiation and Igf2
is present in quiescent cells then repressed in activated satellite cells to then continue rising

upon differentiation.
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Methylation analysis of H/9 ICR. DNA samples from FACS sorted GFP+ satellite cells
cultured for 5 day (grey curves) and control muscle (black curve) were bisulphite treated,

PCR amplified and analysed by pyrosequencing for the presence of methylated CpGs.



We then evaluated the allelic expression of /gf2 in these cells and were able to show absence
of strict imprinting in these cells (Figure 3B). RT-PCR experiments followed by BsaAdl
digestion showed expression of both maternal and paternal alleles in GFP positive cells but
not in GFP negative cells, nor in muscle samples (Mu) where only the paternal allele was
detected. The reduced expression of Igf2 at day 3 observed by qRT-PCR was confirmed and
remains to be explained. SFU treated bone marrow cells, enriched in HSC, confirmed our
previous result showing biallelic expression in these stem cells.

Allele-specific RT-PCR was also performed to confirm and quantify precisely these results
(Figure 3C). This was done with oligos carrying a single polymorphic nucleotide and resulted
in allele specific amplification, as previously published (Weber et al. 2003). This
quantification showed that the maternal Igf2 allele was expressed between 10 and 20% of the
full paternal allele. Interestingly, the biallelic status continues to be observed as differentiation

proceeds.

Methylation status of the DMRs

DNA methylation is a characteristic of imprinted domains: the H79-Igf2 locus contains an
imprinting control region or ICR which is differentially methylated on the paternal and
maternal alleles and controls the imprinted status of the locus. This ICR contains binding sites
for the boundary factor called CTCF, which can only bind to the unmethylated maternal allele

(Hark et al. 2000). We investigated the pattern of methylation of this ICR in the quiescent

+/GFP

satellite cells from the Pax3 mice. This was done by bisulphite treatment of the DNA,

followed by PCR amplification and pyrosequencing. The results showed no difference in the
differentially methylated ICR sequences between the DNA extracted from the GFP positive
quiescent satellite cells, from satellite cells cultured for 5 days or from control muscle (Figure
4). We therefore concluded that although relaxation of imprinting is observed at the level of
expression, the primary imprint set on the 479 ICR is not modified in these adult myogenic

stem cells.
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Discussion

Genomic imprinting concerns a small number of genes involved in growth and proliferation
control. This specific regulation is characterised by two important features: one is that the
primary mark which is responsible for imprinting is set during gametogenesis and requires
erasure of this mark at each new generation; the second is that this mark is then read by
chromatin remodelling factors in somatic cells and results in monoallelic expression in
differentiated tissues.

It was known that imprinting was modified in two populations of embryonic stem cells. One
is the PGC population of gametic stem cells in which imprinting is totally erased to then be
reapposed during gametogenesis (Szabo and Mann 1995b) and the second is the ES cell
population derived from the early blastocyst, in which biallelic expression of certain
imprinted genes was found (Szabo and Mann 1995a).

The focus of our study was to investigate the status of imprinting in adult stem cells.
Previously published data had shown that /gf2 was biallelically expressed in human HSCs
(Morison et al. 2000). We performed experiments using mutant mouse models which allow to
distinguish allelic origin of imprinted genes and were first able to show that biallelic
expression of /gf2 was also observed in murine HSCs.

We then set up experiments to investigate the status of imprinting in myogenic stem cells.
Several imprinted genes, among which H/9 and Igf2, are expressed in muscle and in satellite
cells, strongly suggesting that these genes, are involved in muscle differentiation and /or
regeneration (Poirier et al. 1991; Yan et al. 2003). We therefore chose these two genes to
investigate their allelic status in satellite cells. These experiments were done in two different
stages, quiescent and activated satellite cells. We were able to show biallelic expression of
H19 and Igf2 in both types of cells. This is the first time that loss (or relaxation) of imprinting
has been identified in myogenic precursor cells. This result opens many perspectives about
gene regulation and differentiation.

Interestingly, biallelic expression was observed to be at a level of 20% for the normally silent
allele. This raises the question of identifying if this corresponds to all cells expressing only
20% of this allele, or if 20% of the cells in the selected population express 100% of each
allele. This could be answered by either an analysis done on individual clones of satellite cells
or by RNA FISH analysis on the FACS selected population of satellite cells. Obtaining this
additional information may allow to identify two different populations in the global stem cell

population, as has been suggested recently (Kuang et al. 2006).
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In order to investigate if this a general feature of imprinted genes or strictly restricted to the
H19-Igf2 locus, it would be of interest to investigate if other imprinted genes are also
biallelically expressed and more particularly those found overexpressed in the satellite cells,
such as Cdknlc, Mest, Peg3 or Zacl (Yan et al. 2003).

We then investigated the methylation status of the ICR of the H/79-Igf2 locus. This ICR is
considered as the sequence responsible for the primary imprint which is set during
gametogenesis. This primary imprint resists the wave of demethylation which occurs during
early development and remains constantly differentially methylated. Other DMRs such as the
Igf2 DMRI1 and 2 are considered as secondary imprinted marks, and their differential
methylation is often only observed after fertilisation or even after implantation (Lopes et al.
2003). Interestingly, the ICR was differentially methylated, suggesting that the primary
imprint is present in these multipotent adult stem cells. Our results imply that the primary
imprinting mark although present, is ignored in these cells, and leads to absence of reading
and thus biallelic expression of H19. If the Igf2 DMRs are not differentially methylated, this
would confirm that these DMRs are linked to the reading procedure occurring in somatic
cells.

One interesting observation was that biallelic expression was maintained during culture of
these cells. This suggests that potential factors involved in resetting imprinting are missing in
cultured cells compared to in vivo situations. It would be of interest to investigate the status of
expression of chromatin remodelling factors such as the Dnmt proteins or members of the
Polycomb/ Trithorax family of epigenetic regulators.

Dynamics which are required to restrict expression to monoallelism must not be present in
vitro, whereas they must exist as differentiation proceeds in situ in the organs. Cellular
therapy experiments have been proposed using satellite cells and it would be important to
ensure that genes are correctly regulated after retransplantation of these cells in injured
muscles.

In summary, we have been able to show for the first time that two imprinted genes are not
strictly imprinted in quiescent and activated adult satellite cells. Relaxation or loss of
imprinting could potentially be used as a marker of adult stem cells with the possibility of
being able to maintain these cells in constant renewal or at least enrich for stem cell

populations.
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Materials and Methods

Mice strains and genotyping

The H19™ strain carries a 3kb deletion of the HI9 transcription unit and was initially

established on a C57BL/6/CBA background (Ripoche et al. 1997). The Igf2-/- strain was a
kind gift of A. Efstratiadis (DeChiara et al. 1990) . The Pax3 GFP mice were a kind gift of F.
Relaix and M. Buckingham (Relaix et al. 2005). The SD7 strain is a C57BL/6/CBA strain
carrying the distal part of Mus spretus chromosome 7 and was a kind gift from W. Reik.

The protocol of animal handling and treatment was performed in accordance with the

guidelines of the animal ethics committee of the Ministére de I’ Agriculture of France.

Activated satellite cell culture

To prepare muscle fibres, tibialis, EDL and soleus muscles were collected from 8-10 weeks
old mice. The muscles were dissociated in 2% Collagenase D (Roche) in DMEM at 37°C for
60 min. Intact fibres were gently disrupted using a Pasteur pipette and rinsed several times in
DMEM medium. 100 to 200 fibres/ cm” were cultured on Matrigel coated plates in DMEM
medium supplemented with 20% FCS, 2% Ultroser (Biosepra) and a cocktail of insulin-
transferrin-selenium (Gibco) (Rosenblatt et al. 1995). After 4 days of culture, round satellite
cells have dropped off from the fibres and are visible as small colonies. After 7 days of

culture, myotubes can be seen in the plates.

Quiescent satellite cells

A3/

H197/+ or SD7 females were bred with Pax3 """ mice. Diaphragms from 6 to 8 weeks old

mice were dissected and prepared as previously described (Montarras et al. 2005).

RNA preparation and analysis

Total RNA was extracted from cells using a RNeasy microkit (Qiagen). For RT-PCR analysis,
DNase I treated RNA (0.5mg) was reverse-transcribed with Superscript II and random
hexamer primers (Invitrogen). 5-10 ng of cDNA were then amplified using gene-specific
primers and Taq DNA polymerase (Invitrogen) during 35 cycles.

Detection of Igf2 transcripts derived from the SD7 cross was performed using primers:
forward 5’-GACGTGTCTACCTCTCAGGCCGTACTT-3’ and reverse 5
GGGTGTCAATTGGGTTGTTTAGAGCCA-3’. The 517 bp product was digested with
BsaAl, yielding a 241 bp paternal fragment detected by the internal primer 5’-
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TCAAATTTGGTTTTTTAGAA-3’. RT-PCR products were separated on 1% agarose gels
and transferred onto Hybond N+ membranes in 0.4M NaOH. Blots were probed with
yP?ATP kinase-labelled primers at 42°C in Church buffer. Membranes were washed in
0.4xSSC, 0.5% SDS at 42°C and results were quantified using Phosphorimager analysis and
ImageQuant software.

Quantitative real-time PCR was performed using a Light Cycler system and Sybr Green PCR
kits (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). 1 to 5 ng of cDNA were amplified in
duplicate using primers for H19, Igf2, Pax3, Pax7, MyoD, myf5, myogenin and MRFA4.

Relative expression was normalised to the expression of GAPDH and TBP.

Methylation analysis

Genomic DNA (1 pg) was treated with sodium bisulphite as previously described (Dupont et
al. 2004). Bisulphite-treated DNA was used as PCR template. Pyrosequencing was done
using the pyrosequencing PSQ 96Masystem with the PyroGold SQA reagent kit according to

manufacturer’s instructions (Pyrosequencing AB, Uppsala, Sweden) (Tost et al. 2006).
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Figure Legends

Figure 1

A Satellite cell culture obtained from individual muscle fibres. Fibres are incubated on
Matrigel coated plates. By day 4, small round satellite cells can be seen. By day 7, these cells
have differentiated into myotubes.

B Schematic representation of the Pat Het /gf2+/- alleles carrying a neoR gene inserted into
the Igf2 coding region.

C Maternal expression of /gf2 in activated satellite cells.

RT-PCR was performed on RNA extracted from day 4 cultured satellite cells from three
individual experiments using /gf2 primers and TBP primers as control.

Bone marrow was collected from untreated and SFU treated Pat Het mice (2 mice, one male
and one female, for each sample) and the same RT-PCR was performed on RNA from these
cells. The Igf2 fragment which is detected is expressed from the normally silent maternal

allele.

Figure 2

A3/+

A Schematic representation of the H/9"~ "~ Mat Het alleles. The neoR gene (Neo) has replaced

the H19 3kb transcription unit.

+/GFP A3/+

B Expression of maternal and paternal alleles in Pax3 HI197 " satellite cells. GFP+

FACS sorted cells (without culture) and a fraction of these cells cultured for 3 days (3d) were
used for expression analysis. Detection of maternally expressed neoR gene and of the
normally silent paternal H/9 allele was performed by RT-PCR on RNA from these two

samples. Gapdh was used as a control.

Figure 3

A Expression of myogenic markers. Pax3 """ mice were crossed with SD7 mice. GFP+ cells
from the diaphragm of these mice were sorted by FACS. RNA was extracted either directly or
after maintenance in culture for 3, 5, 7 and 10 days. Markers of muscle differentiation, as well
as H19 and Igf2 were analysed for each time point by quantitative RT-PCR. TBP expression
was used as control.

B Biallelic expression of Igf2 in satellite cells. The paternal Spretus allele from the SD7 mice
carries a BsaAl sequence polymorphism in the /gf2 coding region. The same RNA samples
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were used for RT-PCR followed by BsaAl digestion. Progeny from the same cross were
treated with 5-FU and RNA was prepared from bone-marrow cells from hind limbs as well as
surrounding muscle. Analysis was performed on GFP- cells, on GFP+ dO cells, on GFP+
cells maintained in culture (3 to 10d), on bone marrow cells (BM) and on adult muscle (M) in
order to detect Igf2 expression. Sp is a Spretus muscle RNA sample, Dom is a domesticus
muscle RNA sample (5 day-neonate). The paternal (Pat) fragment corresponds to the BsaA4l
digested Spretus allele and the maternal (Mat) fragment is the normally silent allele.

C The same samples obtained after FACS sorting were analysed in parallel by quantitative
allele-specific RT-PCR. Expression of the paternal allele is normalized to 100%, showing that
there is a constant 20% level of maternal /gf2 in the GFP+ satellite cell samples. Dom
corresponds to Sday-neonate muscle used as control for domesticus allele detection.

D Schematic representation of the maternal domesticus (Dom) and paternal Spretus Igf2

alleles. B corresponds to the Spretus BsaAl polymorphism.

Figure 4
Methylation analysis of H7/9 ICR. DNA samples from FACS sorted GFP+ satellite cells
cultured for 5 day (grey curves) and control muscle (black curve) were bisulphite treated,

PCR amplified and analysed by pyrosequencing for the presence of methylated CpGs.

120



Bibliography

Beauchamp, J.R., Heslop, L., Yu, D.S., Tajbakhsh, S., Kelly, R.G., Wernig, A., Buckingham, M.E.,
Partridge, T.A., and Zammit, P.S. 2000. Expression of CD34 and Myf5 defines the majority of
quiescent adult skeletal muscle satellite cells. J Cell Biol 151(6): 1221-1234.

Buckingham, M. 2006. Myogenic progenitor cells and skeletal myogenesis in vertebrates. Curr Opin
Genet Dev 16(5): 525-532. .

Charge, S.B. and Rudnicki, M.A. 2004. Cellular and molecular regulation of muscle regeneration.
Physiol Rev 84(1): 209-238.

DeChiara, T.M., Efstratiadis, A., and Robertson, E.J. 1990. A growth deficiency phenotype in
heterozygous mice carrying an Insulin-like growth factor II gene disrupted by gene targeting.
Nature 345: 78-80.

Dupont, J.M., Tost, J., Jammes, H., and Gut, 1.G. 2004. De novo quantitative bisulfite sequencing
using the pyrosequencing technology. Anal Biochem 333(1): 119-127.

Ferguson-Smith, A., Lin, S.P., Tsai, C.E., Youngson, N., and Tevendale, M. 2003. Genomic
imprinting-insights from studies in mice. Semin Cell Dev Biol 14(1): 43-49.

Gabory, A., Ripoche, M.A., Yoshimizu, T., and Dandolo, L. 2006. The H19 gene: regulation and
function of a non-coding RNA. Cytogenet Genome Res 113(1-4): 188-193.

Giannoukakis, N., Deal, C., Paquette, J., Kukuvitis, A., and Polychronakos, C. 1996. Polymorphic
functional imprinting of the human IGF2 gene among individuals, in blood cells, is associated
with H19 expression. Biochem Biophys Res Commun 220(3): 1014-1019.

Hark, A.T., Schoenherr, C.J., Katz, D.J., Ingram, R.S., Levorse, J.M., and Tilghman, S.M. 2000.
CTCF mediates methylation-sensitive enhancer-blocking activity at the HI19/Igf2 locus.
Nature 405(6785): 486-489.

Kuang, S., Charge, S.B., Seale, P., Huh, M., and Rudnicki, M.A. 2006. Distinct roles for Pax7 and
Pax3 in adult regenerative myogenesis. J Cell Biol 172(1): 103-113.

Lopes, S., Lewis, A., Hajkova, P., Dean, W., Oswald, J., Forne, T., Murrell, A., Constancia, M.,
Bartolomei, M., Walter, J., and Reik, W. 2003. Epigenetic modifications in an imprinting
cluster are controlled by a hierarchy of DMRs suggesting long-range chromatin interactions.
Hum Mol Genet 12(3): 295-305.

Mann, J.R. 2001. Imprinting in the germ line. Stem Cells 19(4): 287-294.

Montarras, D., Morgan, J., Collins, C., Relaix, F., Zaffran, S., Cumano, A., Partridge, T., and
Buckingham, M. 2005. Direct isolation of satellite cells for skeletal muscle regeneration.
Science 309(5743): 2064-2067. Epub 2005 Sep 2061.

Morison, .M., Eccles, M.R., and Reeve, A.E. 2000. Imprinting of insulin-like growth factor 2 is
modulated during hematopoiesis. Blood 96(9): 3023-3028.

Poirier, F., Chan, C.-T.J., Timmons, P.M., Robertson, E.J., Evans, M.J., and Rigby, P.W.J. 1991. The
murine H19 gene is activated during embryonic stem cell differentiation in vitro and at the
time of implantation in the developing embryo. Development 113: 1105-1114.

Relaix, F., Rocancourt, D., Mansouri, A., and Buckingham, M. 2005. A Pax3/Pax7-dependent
population of skeletal muscle progenitor cells. Nature 435(7044): 948-953.

Ripoche, M.A., Kress, C., Poirier, F., and Dandolo, L. 1997. Deletion of the H19 transcription unit
reveals the existence of a putative imprinting control element. Genes Dev 11: 1596-1604.

Rosenblatt, J.D., Lunt, A.IL, Parry, D.J., and Partridge, T.A. 1995. Culturing satellite cells from living
single muscle fiber explants. In Vitro Cell Dev Biol Anim 31(10): 773-779.

Sambasivan, R. and Tajbakhsh, S. 2007. Skeletal muscle stem cell birth and properties. Semin Cell
Dev Biol 18(6): 870-882.

Szabo, P.E. and Mann, J.R. 1995a. Allele-specific expression and total expression levels of imprinted
genes during early mouse development: Implications for imprinting mechanisms. Genes Dev
9(24): 3097-3108.

Szabo, P.E. and Mann, J.R. 1995b. Biallelic expression of imprinted genes in the mouse germ line:
Implications for erasure, establishment, and mechanisms of genomic imprinting. Genes Dev
9(15): 1857-1868.

121



Thorvaldsen, J.L., Duran, K.L., and Bartolomei, M.S. 1998. Deletion of the H19 differentially
methylated domain results in loss of imprinted expression of H19 and Igf2. Genes Dev 12(23):
3693-3702.

Tost, J., El Abdalaoui, H., and Gut, 1.G. 2006. Serial pyrosequencing for quantitative DNA
methylation analysis. Biotechniques 40(6): 721-722, 724, 726.

Weber, M., Hagege, H., Lutfalla, G., Dandolo, L., Brunel, C., Cathala, G., and Forne, T. 2003. A real-
time polymerase chain reaction assay for quantification of allele ratios and correction of
amplification bias. Anal Biochem 320(2): 252-258.

Yan, Z., Choi, S., Liu, X., Zhang, M., Schageman, J.J., Lee, S.Y., Hart, R., Lin, L., Thurmond, F.A.,
and Williams, R.S. 2003. Highly coordinated gene regulation in mouse skeletal muscle
regeneration. J Biol Chem 278(10): 8826-8836.

122



Article 4 H19 and Igf2 imprinting relaxation as a marker for adult stem cells

Conclusions

Nous avons tout d'abord observé l'expression biallélique du gene /gf2 dans des cellules
de moelle de souris trait¢ a la SFU, traitement qui permet d'enrichir la moelle en cellules
souches hématopoiétiques (HSC). Ces résultats confirment ceux précédemment obtenus chez
I'humain (Morison et al., 2000). Nous avons €galement observé une expression biallélique des
genes H19 et Igf2 dans les cellules satellites quiescentes et activées par la culture alors qu'elle
est monoallélique dans les tissus musculaires différenciés. De plus nous avons observé que
l'expression biallélique du geéne Igf2 persiste avec la différenciation des cellules musculaires
in vitro. Par ailleurs, une analyse de la méthylation du centre d'Empreinte du locus H19/1gf2 a
montré que celui-ci présente bien une méthylation différentielle. Dans I'ensemble, ces
résultats avec ceux précédemment obtenus dans les PGC et les HSC, nous conduisent a
proposer que le relachement de I'Empreinte du geéne /gf2 peut étre un marqueur de cellules

satellites.

I1 serait important de vérifier cette proposition dans d'autres cellules souches adultes.
Par ailleurs, le taux d'expression de l'alléele normalement réprimé est de 20% par rapport a
l'allele normalement exprimé. Cette observation peut étre due a 20% de cellules exprimant de
facon équivalente les deux alléles, ce qui serait en conformité avec 1'hypothése qu'il existe
différentes populations de cellules satellites. Il est également possible que toutes les cellules
satellites expriment 1'alléle maternel du géne /gf2 a un taux de 20%, ce qui indiquerait plutot

un relachement de la répression de cet allele spécifique des cellules satellites.

L'observation que l'expression du géne Igf2 ne devient pas monoallélique avec la
différenciation myogénique in vitro est en accord avec d'autres études montrant que la
manipulation des cellules, notamment la culture peut altérer le controle des génes soumis a
I'empreinte. Par ailleurs, la dérégulation de nombreux geénes, comme HI9 et Igf2, a ¢été
observée dans différents types de tumeurs. Aussi, il serait intéressant de vérifier que

I'empreinte peut étre rétablie a partir de ces cellules in vivo.
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Article 4 H19 and Igf2 imprinting relaxation as a marker for adult stem cells

Nous nous proposons de compléter ces données par :

1) une étude détaillée de la méthylation de toutes les DMR du locus H19/Igf2 par traitement
de I'ADN au bisulfite et pyroséquencage ; I'lCR qui est une DMR gamétique et les DMRI,
DMR2, et le promoteur du géne H179 qui sont des DMR secondaires.

2) l'extension de notre étude par I'analyse de l'expression allélique et de 1'état de méthylation
des geénes soumis a I'Empreinte également présents dans la partie distale du chromosome 7
murin (2 l'aide de la lignée SD7) : Cdknlc, Kvigtl, Litl ... Ceci permettrait de mettre en
¢vidence que l'absence d'Empreinte est une caractéristique générale des geénes soumis a
I'Empreinte et non restreinte aux seuls génes H19 et Igf2.

3) l'évaluation de la capacité d'établissement de I'Empreinte dans les cellules satellites
retransplantées. Nous nous proposons de sélectionner des cellules satellites SD7 Pax3“" et
de les réinjecter dans le muscle 1ésé de souris Igf2”". Nous pourrions ainsi suivre l'expression

mono ou biallélique des cellules satellites qui vont participer a la réparation du muscle 1ésé.

Les données obtenues a partir de toutes ces expériences pourraient aboutir a une
meilleure identification des cellules souches adultes, a une meilleure compréhension des
mécanismes d'établissement et de maintien de I'Empreinte parentale dans ces cellules, ainsi
qu'a une meilleure connaissance de la biologie des cellules souches adultes en général qui, a

terme, seront trés certainement utilisées en thérapie cellulaire.
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D1scussion



Discussion 1) Un réle de régulateur d'un réseau pour le gene H19.

1) Un réle de régulateur d'un réseau pour le géne H19.

Le géne HI9 est atypique pour différentes raisons. Tout d'abord, ce geéne est trés
abondamment exprimé au cours de 1'embryogeneése ; il 1'est d'ailleurs a un niveau comparable
a la factine en hybridation in situ et a un niveau trés supérieur aux autres genes étudiés dans
nos ¢études de PCR quantitative (Poirier et al., 1991). Par ailleurs, ce geéne produit un ARN
non codant ; il ne posseéde pas de cadre ouvert de lecture conservé (Brannan et al., 1990). De
plus, ce fut I'un des premiers génes décrit comme étant soumis a 'Empreinte parentale, il est
en effet d'expression monoallélique maternelle (Bartolomei et al., 1991). Enfin, le géne H19
est voisin du gene /gf2 sur les génomes murins et humains, ce qui a constitué le premier locus
soumis a I'Empreinte décrit (Zemel et al., 1992). Pour ces différentes raisons, plusieurs
laboratoires se sont intéressés a H19 et Igf2 et plus d'une trentaine de modeles murins ont été
¢tablis pour déchiffrer la régulation de I'Empreinte et les fonctions de ces geénes (Arney,
2003). D'autre part I'implication de ces genes dans la Pathologie, particulierement dans les
tumeurs de Wilms et le syndrome de Beckwith-Wiedemann, a permis de batir I'hypothése
d'un rdle suppresseur de tumeur pour le géne H7/9 (Hao et al., 1993; Cui et al., 1997).

Notre laboratoire s'est attach¢ a étudier la fonction de 1'ARN H19, partant de
I'hypothése qu'un ARN aussi abondamment transcrit au cours de I'embryogenése devait avoir
un role important pour le développement. Un modele murin d'invalidation du géne par
recombinaison homologue chez la souris a été¢ développé (Ripoche et al., 1997). Malgré la
forte expression embryonnaire, les souris invalidées pour le géne H79 sont viables et fertiles
et présentent un phénotype subtil de surcroissance somatique de 8% par rapport aux animaux
sauvages. En raison de I'hypothése d'un role suppresseur de tumeur, nous avons observé
attentivement ces souris H/9” mais nous n'avons jamais détecté de développement de
tumeurs spontanées. La comparaison avec un autre modele murin invalidé pour une plus
grande région génomique autour du gene H79 (Leighton et al., 1995) a permis de mettre en
évidence l'implication de ce domaine dans la régulation de I'Empreinte du gene Igf2.
Malheureusement ces mod¢les n'ont pas permis d'apporter de réponses claires quant au rdle

du géne H19.

A mon arrivée au laboratoire, deux projets ont été¢ développés. Le premier a porté sur
'¢tude du rdle suppresseur de tumeur du géne H/9. La littérature a créé une controverse
autour de ce geéne, proposant a la fois un role de suppresseur de tumeur mais aussi un role

oncogénique (Hao et al., 1993; Cui et al., 1997; Berteaux et al., 2005; Barsyte-Lovejoy et al.,
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2006; Matouk et al., 2007). Les différences observées dans les diverses études peuvent
s'expliquer par les modeles et les techniques utilisés. L'originalit¢ de notre étude a été de
proposer trois modeles murins, pour lesquels les tumeurs sont induites in vivo. Nous avons
considéré que l'animal était un contexte plus physiologique que les cultures cellulaires et, dans
cette optique, était plus proche de I'humain développant un cancer. Grace a ces trois mode¢les,
tératocarcinomes, hépatocarcinomes et tumeurs coliques, nous avons pu corréler l'absence
d'expression du gene H19 avec l'augmentation de la croissance, de la vitesse d'apparition et du
nombre des tumeurs. Ces résultats sont donc vraiment en faveur d'un role suppresseur de

tumeur pour le gene H19.

Le second projet, que j'ai mené plus particulierement, a porté sur I'é¢tude de la fonction
du géne HI9 au cours du développement de la souris. Dans ce but, des animaux
transgéniques, exprimant H/9 de fagon ectopique, ont été développés. Cette construction
génétique nous permettait de nous affranchir d'un effet en cis, détectée chez les KO, pour
observer un effet en trans, c'est a dire de I'ARN H/9 lui-méme. L'utilisation des séquences
régulatrices du gene Necdin pour contrdler l'expression du transgeéne a été choisie dans
'optique d'exprimer H/9 dans un tissu ou il ne l'est pas normalement : le cerveau. Quatre
lignées ont ¢été¢ développées. Malheureusement, l'une d'entre elle avait une expression
mosaique et deux autres avaient une expression du transgene trés faible. Aussi, seule une
lignée (appelée lignée Tg) a été retenue pour notre étude. Nous avons par ailleurs utilisé la
lignée YAC déja établie dans le laboratoire d'Azim Surani (Ainscough et al., 2000) afin

d'avoir une seconde lignée qui nous permettrait d'exclure un effet insertionnel.

Une premicre observation que nous avons faite concerne la régulation de 1'expression
du géne HI9. En effet, dans nos lignées, le transgéne placé sur fond H/9”" a un taux
d'expression de 75% pour la lignée Tg et similaire a I'endogéne d'une souris sauvage pour la

+/+

lignée YAC. En revanche, sur un fond H/9 ", la surexpression de 'ARN H/9 atteint au
maximum 30%. Des résultats impliquant une dérégulation de l'endogeéne en présence d'un
transgene ont déja été rapportés pour le géne /gf2 (Sun et al., 1997) : dans les cellules ES, les
transgenes sont exprimés au méme niveau que l'endogéne. Mais, au cours de I'embryogenése,
les transgenes Igf2 sont réprimés au cours du développement et 1'endogene est suractivé de
facon concomitante a la déméthylation de la DMR2 du transgene et a I'hyperméthylation de
I'endogéne. Ces données sont en faveur de la titration d'un répresseur par l'all¢le transgénique

qui favoriserait l'expression de l'alléle endogéne. Dans notre lignée Tg, il n'est pas possible de

distinguer l'allele endogéne de 1'allele transgénique. Par ailleurs, un biais est observé dans la
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Expression

KO : phénotype de croissance

Fonction

Référence

DIk1 Pat +/- : retard de croissance Protéine Delta-like transmembraire et (Moon et al., 2002)
sécrétée, famille EGF-like.

Gnas Pat +/- : retard de croissance Sous-unité Gas des protéines G (Yueral, 1998)

Igf2 Pat +/- : retard de croissance Facteur de croissance embryonnaire (DeChiara et al., 1990)

Mest Pat +/- : retard de croissance Enzyme hydrolase potentielle (Lefebvre et al., 1998)

Peg3 Pat +/- : retard de croissance Protéine a doigt de zinc (ZnF) (Lietal., 1999)

Rill Pat Pas de phénotype de croissance Protéine retrotransposon-like (Sekita et al., 2008)

Slc38a4  Pat ? Transporteur d'acides aminés -

Cdknlc Mat Pas de phénotype de croissance Inhibition du cycle cellulaire (Zhang et al., 1997)

Dcn Mat Pas de phénotype de croissance Protéoglycane (Danielson et al., 1997)

Grbl10 Mat -/+ : surcroissance disproportionnée  Protéine adaptatrice dans la voie IGF (Charalambous ef al., 2003)

Igf2R Mat -/+ : surcroissance Clairance d'Igf2 (Wang et al., 1994)

Tableau 6 : Effet de I'invalidation de génes soumis a I'Empreinte sur la croissance.

Phénotype de croissance des animaux invalidés pour un des génes appartenant au réseau de génes soumis
a I'Empreinte Parentale et régulés par le géne H19 dans notre étude.
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transmission de ce génotype : la proportion de souris transgéniques sur fond sauvage est tres
inférieure aux 25% attendus. Ces résultats s'ajoutent a de précédentes observations qui
impliquaient un contrdle de l'expression du geéne et proposaient un effet délétere d'une
expression excessive du gene (Yoo-Warren et al., 1988; Ainscough et al., 2000). Aussi, une
premicre cible de I'ARN H/9 pourrait étre le géne H/9 lui-méme. De ce fait, nous avons

¢étudié 1'effet du transgeéne sur fond H/ 9" enle comparant avec les souris H/ 97,

Au niveau phénotypique, l'expression ectopique du gene HI/9 dans le cerveau
n'entraine visiblement pas de modification, bien que nous n'ayons pas réalisé d'analyse
comportementale poussée, suggérant que l'absence d'expression refléte une absence de
fonction dans cet organe. Nous avons en revanche observé un phénotype de réduction de
croissance en miroir avec le phénotype des animaux HI19"" (+8%), les animaux H19"'Tg
ayant une réduction de taille et de poids. Enfin, l'expression du transgene YAC sur fond

-/t r J4 : N
HI19" permet de récupérer une courbe de croissance superposable a celle des sauvages.

Nous avons dans un premier temps analysé 'expression du geéne Igf2 et observé une
régulation négative du niveau d'ARNm Igf2 par ' ARN H19 dans notre modéle. La publication
d'un réseau de geénes soumis a I'Empreinte (IGN pour Imprinted Gene Network) auquel
appartiennent les genes H19 et Igf2 (Varrault et al., 2006) nous a conduit a élargir notre
analyse, en collaboration avec I'équipe de Laurent Journot, aux genes de ce réseau. Pour cette
étude, l'obtention des trois génotypes d'intérét (sauvage, H19"" et H19"" transgénique H19)
dans une méme portée nous a permis d'observer un sauvetage du phénotype des KO. En effet,
onze genes du réseau sont surexprimés dans les souris H/ 9" par rapport aux souris sauvages
et leur expression est restaurée chez les souris HI9""Tg” et HI9""YAC™. Parmi ces onze
genes, sept sont d'expression paternelle : Igf2, DIkl, Rtll, Gnas, Mest, Peg3 et Slc38a4 ; les
cinq premiers ont un effet positif sur la croissance somatique au vue de l'analyse des souris
KO (Tableau 6). Quatre génes sont d'expression maternelle : Cdknlc, Grb10, Igf2R et Dcn ;
les trois premiers ont un effet négatif sur la croissance somatique et la prolifération cellulaire.
De fagon intéressante, cette régulation n'a pas été observée dans le placenta. Ces données nous
permettent de proposer que I'ARN H19 est un trans régulateur du réseau de génes soumis

a 'Empreinte dans I'embryon.
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1-1) Implications de ces résultats
1-1-1) Confirmation de I'existence d'un réseau fonctionnel

Notre modéle était idéal pour étudier le réseau de geénes soumis a I'Empreinte. Ce
réseau a €té bati sur une analyse bioinformatique des données de micro-arrays. La premiére
preuve fonctionnelle a été apportée par l'analyse des mutants du géne Zacl, dans lesquels
quatre genes sont significativement modulés : H19, Igf2, Cdknlc et Dlkl (Varrault et al.,
2006). Le facteur de transcription Zacl se fixe aux enhancers endodermiques communs des
genes H19 et Igf2 pour accroitre leur expression. Un autre article récent montre que onze
genes de ce réseau sont réprimés simultanément apres la naissance dans plusieurs organes de
facon coordonnée avec le ralentissement de la croissance somatique, suggérant un lien de
cause a effet (Lui et al., 2008). Nos résultats apportent des évidences supplémentaires pour
l'existence fonctionnelle de ce réseau. L'ARN H/9 est capable de controler négativement
l'expression de plusieurs genes de I'lGN. De fagon intéressante cela touche a la fois des genes
qui favorisent la croissance et des génes qui la répriment. Ces résultats sont concordants avec
la théorie de 'utilité¢ d'un tel réseau : la compensation des effets de l'altération de 1'expression
de l'un de ces génes par les autres permet de maintenir une homéostasie globale, notamment
en ce qui concerne la croissance. La surcroissance somatique de 8% des animaux H19""

serait donc la résultante de la dérégulation de ces geénes et expliquerait le phénotype modeste.

Par ailleurs, le fait que nous observions cette régulation dans le muscle embryonnaire
mais pas dans le placenta permet ¢galement de suggérer deux systemes de régulation
différents. En effet, il a déja été observé des différences entre les tissus embryonnaire et
placentaire en ce qui concerne I'Empreinte (Wagschal and Feil, 2006). Tout d'abord, un
certain nombre de génes ne s'exprime de fagcon monoallélique que dans le placenta, comme
Ascl? et les geénes a la périphérie du locus Cdknic. De plus, le mode de régulation de
I'Empreinte apparait différent dans le placenta : en particulier,on observe surtout des
modifications post-traductionnelles des histones alors que la méthylation de I'ADN semble
secondaire (Lewis et al., 2004; Umlauf et al., 2004). Ainsi le programme d'expression des
genes soumis a 1'Empreinte et leur régulation différent entre le placenta et 'embryon. Nos
résultats suggerent également une différence de ce type en ce qui concerne le réseau de genes
soumis a I'Empreinte. Il serait donc intéressant d'étudier si I'lGN existe dans cette annexe

extra embryonnaire et d'explorer son mode de régulation.
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Figure 37 : Résumé des travaux sur les embryons bi-maternels.

Les rectangles roses indiquent une expression appropriée des génes normalement exprimés a partir de l'alléle
maternel, les rectangles bleus indiquent une expression appropriée des génes paternels. Les délétions des
centres d'Empreinte sont indiquées par des traits rouges.

A. Embryon normal. Expression monoallélique des génes Igf2 et H19 et des génes DIk1, Ril1, Dio3 et des
ARN non codants maternels. Génotype viable.

B. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng wt. Expression biallélique des ARN non codants,
répression des genes codant des protéines aux loci H19/Igf2 et DIk1/GtI2/Dio3. Génotype létal a E13.5.

C. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng H19A3. Expression appropriée au locus H19/Igf2, mais
dérégulation au locus DIk1/GtI2/Dio3. Génotype létal a E17.5.

D. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng AICR H19/Igf2. Expression appropriée au locus H19/Igf2,
mais dérégulation au locus DIk1/GtI2/Dio3. Génotype a létalité néonatale avec faible taux de survie.

E. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng AIG-DMR DIk1/GtI2/Dio3. Expression appropriée au locus
DIk1/GtI2/Dio3, mais dérégulation au locus H19/Igf2. Génotype a létalité périnatale.

F. Embryon bimaternel a partir d'un ovocyte ng AICR AIG-DMR. Expression appropriée aux loci H19/Igf2
et DIk1/GtlI2/Dio3. Génotype viable.

(Adapté de Kawahara et al. 2007).
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1-1-2) H19, réseau et parthénogenése

Les résultats de 1'équipe de T. Kono sur la production de souris bi-maternelles ont
suggéré un role important pour le géne H/9 dans I'embryogenése. En effet, deux régions
principales semblent étre importantes dans le blocage parthénogénétique chez la souris : les
loci H19/1gf2 et DIk1/Gtl2. Les centres d'Empreinte de ces deux domaines sont des DMR
gamétiques méthylées sur l'allele paternel, respectivement dénommés ICR et IG-DMR. Les

AICRAIG-DMR /£ gwt

souris bi-maternelles ng ont un taux de survie équivalent aux souris produites

AIG-DMR/fth

par fécondation in vitro (Figure 37). En revanche les souris ng meurent a la

AICR /fgwt

naissance et les souris ng ont un tres faible taux de survie périnatale (Kono et al.,

2004; Kawahara et al., 2007a; Kawahara et al., 2007b). Dans l'ensemble, ces résultats

AG-DMR£ov o5t due & un défaut d'Empreinte

suggerent que la 1étalité périnatale des animaux ng
au locus H19/Igf2, qui conduit a la surexpression de 'ARN H/79, l'expression de ce dernier
étant biallélique dans les embryons ng"/fg"".

Les niveaux d'expression de différents geénes ont été comparés entre embryons bi-

AIG-DMR oM ot embryons normaux. Les taux d’ARNm /g2 sont quasiment nuls

maternels ng
tandis que 'ARN HI19 est fortement augmenté. Les niveaux d'ARN Gt/2 sont identiques a
ceux des embryons sauvages, en revanche les niveaux dARNm DI/kl sont plus faibles que
chez les sauvages. Ce dernier résultat peut s'expliquer par la technique de production de ces
embryons qui ne refléte pas un contexte complétement sauvage. Cependant, il pourrait étre
¢galement possible que cela soit du a un effet de I'ARN H/9 sur le taux d'ARNm D/kl. En

effet, dans le contexte de notre étude, 'ARN HI9 est un élément de contréle du niveau

d'expression des génes du réseau de génes soumis a I'Empreinte et notamment de DIk].

L'impossibilit¢ de parthénogenése naturelle chez les mammiféres est a la base méme
de la notion d'Empreinte Parentale (McGrath and Solter, 1984; Surani et al., 1984). La notion
de ce réseau de geénes soumis a I'Empreinte apporte aujourd'hui une autre perspective quant au

fonctionnement de ce controle parthénogénétique.
1-1-3) Implications pour la pathologie humaine
Les genes H19/Igf2 sont impliqués dans deux pathologies humaines que sont les

syndromes de Beckwith-Wiedemann (BWS) et de Silver-Russell (SRS) (Gicquel ef al., 2005;

Enklaar et al., 2006). Ces syndromes présentent des signes cliniques et une atteinte
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épigénétique du locus H19/Igf2 en miroir avec une surcroissance somatique associée a une
hyperméthylation de I'lCR dans le BWS et un retard de croissance intra-utérin associ¢ a une
hypomeéthylation pour le SRS. D'aprés le modele de compétition des enhancers et d'insulation
par CTCF développé a partir des analyses des mode¢les murins, les deux épimutations
conduiraient & une perte d'Empreinte du locus : une surexpression du gene Igf2 et une
répression du géne H19 dans le cas de I'hyperméthylation ; une répression du gene Igf2 et une
surexpression du géne H/79 en cas d'hypométhylation.

Cependant dans le cas du SRS, les taux de peptides IGF2 circulant dans le sang des
enfants atteints sont comparables aux taux normaux (Netchine et al., 2007). Cette donnée
suggere un role d'1GF2 au niveau paracrine et non endocrine ou un rdle pour la surexpression
du geéne H19. Par ailleurs, 1'épimutation de I'ICR sur le locus chromosomique 11p15 explique
60% des cas de SRS. Pour 10% des patients, une unidisomie maternelle du chromosome 7 est
¢galement observée, suggérant une atteinte de I'Empreinte des geénes de ce chromosome
(Eggermann et al., 1997; Preece et al., 1997). Deux loci soumis a I'Empreinte existent sur le
chromosome 7 humain, le premier comporte le géne maternel GRB10 et le second comporte
le géne paternel MEST, qui font tous les deux partie de I'lGN décrit chez la souris. Il serait
intéressant d'étudier si un réseau similaire existe également chez 1'humain. Pour cela, il est
envisageable, dans la mesure ou il serait possible d'utiliser un tissu pathologique, d'étudier s'il
existe une surexpression de I'ARN H/79 chez les patients SRS avec hypométhylation de I'lCR
et d'explorer l'expression des geénes du réseau qui sont dérégulés dans notre étude. Ces
résultats permettraient de mieux comprendre 1'association de ces trois loci (H1/9/IGF2, GRBI0
et MEST) soumis a I'Empreinte dans la physiopathologie du syndrome de Silver-Russell. Cela
pourrait peut-étre apporter également des pistes sur de possible atteintes d'autres loci soumis a
I'Empreinte afin d'expliquer la pathologie dans les cas non associés au locus 11pl5 ou au

chromosome 7.
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1-2) Mécanismes d'action de I'ARN H719

La régulation des genes du réseau par I'ARN HI9 pose la question du mécanisme
d'action de cet ARN non codant. L'étude bioinformatique de la séquence de I'ARN H/9 a
permis de proposer une structure, conservée entre la souris, le rat et I'humain, complexe,
composée de quatorze tige-boucles et de plusieurs duplex (Juan et al., 2000). Par ailleurs un
microARN, miR-675, a été décrit comme produit a partir de I'exon 1 de 'ARN H/9 (Mineno
et al., 2006; Cai and Cullen, 2007). Une analyse du geéne au cours de I'évolution a montré que
deux particularités sont conservées : la structure en 5 exons dont les 3 centraux sont de courte
taille séparés par de courts introns, suggérant une fonction pour I'ARN pleine longueur épissé,
et le microARN dans l'exon 1 qui est conservé depuis au moins 148 millions d'années,
suggérant un rdle particulier dans la régulation d'une fonction biologique importante (Smits et
al., 2008). Dans notre étude, nous ne pouvons pas distinguer 1'une et l'autre possibilité et il

faut donc évaluer les mécanismes associés a chacune d'elles (Figure 38).

1-2-1) Mécanisme associé a miR-675

La fonction canonique décrite pour les microARN est I'inhibition de la traduction.
Cependant, de plus en plus de données indiquent qu'ils pourraient étre impliqués dans d'autres
phénomenes, notamment la séquestration des ARN dans les P-bodies ou la dégradation des
ARNmMm cibles. Dans notre étude, nous avons observé une réduction du niveau d'ARNm de
différents génes dans les animaux H/ 97", restaurés & un niveau similaire aux souris sauvages
dans les animaux HI97'Tg’™ et HI9""'YAC™. 1l est donc possible que miR-675 soit
responsable de cette régulation par la voie de dégradation des ARNm. Il serait intéressant
d'analyser au niveau protéique les génes régulés, le taux de protéines pouvant refléter la
diminution de 'ARNm ou étre encore plus importante, suggérant alors une régulation

traductionnelle supplémentaire.

Pour distinguer un effet du microARN d'un effet de 'ARN pleine longueur, des
lignées transgéniques surexprimant miR-675 uniquement pourraient étre développées et
croisées avec les souris H/9"". L'analyse de l'expression des génes du réseau permettrait alors
de comprendre la part de la régulation due a miR-675. Cependant ces expériences sont
lourdes et I'expression stable du microARN dans tous les tissus murins parait incertaine. Il
peut étre envisagé de développer un systéme de culture de myoblastes in vitro a partir de

. + - A J . \ 7
souris H19" ou HI19 d'une méme portée et de comparer 1'expression des genes du réseau.
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Figure 38 : Mécanismes potentiels d'action de 'ARN H79.

L'ARN H19 pourrait agir sous sa forme pleine longueur via des interactions ARN-protéine. Ainsi la liaison avec
les IMP pourrait jouer un role dans le contrOle de I'expression de I'ARNm Igf2 pour permettre l'action
d'endoribonucléases associées aux polysomes ou liant 'ARN H79. Ce mécanisme pourrait aussi étre impliqué
dans la régulation d'autres ARNm. Par ailleurs, l'interaction avec d'autres protéines pourraient également jouer
sur la stabilité et la dégradation d'ARNm cibles de 'ARN H179. La structure de 'ARN H179 présentée sur ce
schéma est celle proposée par Juan et al. 2000.

Les microARN miR-675 5p et 3p sont produits a partir de I'ARN H79. Ainsi, par la voie des miRNA, la stabilité
et la traductibilité des ARNm cibles peuvent étre altérées.
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L'utilisation de myoblastes semble appropriée pour différentes raisons. Premi¢rement, nous
avons montré que I'Empreinte du locus H19/Igf2 est stable dans ce mod¢le. Deuxiemement, le
gene H19 endogene s'exprime dans ces cellules. Troisiemement, notre étude du réseau a été
réalisée sur le tissu musculaire de l'embryon. Enfin, il a ét¢ montré que 7 génes soumis a
I'Empreinte, dont H19, Igf2, Cdknlc, Zacl, Mest et Peg3, qui font partic de 1'GN, sont
activés lors de la régénération musculaire, suggérant un role de ces genes dans la
différenciation de ce tissu. La transfection d'un vecteur d'expression du microARN dans les
myoblastes pourrait alors permettre d'évaluer la restauration de 1'expression normale des

geénes et ainsi la régulation due & miR-675.

1-2-2) Mécanisme pour I'’ARN pleine longueur

L'ARN H19 pourrait réguler 1'expression des autres génes du réseau via l'interaction
avec des protéines de liaison a 'ARN (RBP pour RNA-binding protein). Les seules protéines
connues pour se fixer a cet ARN sont les IMP (Igf2 mRNA-binding proteins) (Runge ef al.,
2000). Comme leur nom l'indique, ces protéines peuvent également se fixer sur I'ARNm Igf2
(Nielsen et al., 1999). Cette famille de protéines compte trois membres : IMP1, également
appel¢ CRD-BP (coding-region determinant-binding protein), IMP2 et IMP3. Elles
comportent comme motifs importants deux domaines RRM (RNA recognition motif) et
quatre domaines KH (heterogenous nuclear ribonucleoprotein K homolog) qui sont des
domaines de reconnaissance des ARN. Ces protéines ont ét¢ impliquées dans le trafic
cellulaire des ARN et, dans le cytoplasme, IMP1 est associée aux ribonucléoparticules. La
protéine IMP1 possede plusieurs sites de fixation dans le 5'UTR-leader3 de ' ARNm Igf2 (issu
de la transcription a partir du promoteur P3) et dans le 3'UTR. Elle peut aussi se lier a
I'ARNm c-Myc et a celui de la f-actine. Dans ce cas, IMP1 protégerait ' ARNm c-Myc d'une
attaque par une endoribonucléase associée aux polysomes et permettrait ainsi d'augmenter sa
stabilit¢ (Sparanese and Lee, 2007). Un tel clivage existe pour I'ARNm /gf2 (Nielsen and
Christiansen, 1992; van Dijk et al., 2000).

I a ét¢ montré qu'une autre endoribonucléase, la G3BP (RasGAP-Associated
endoribonuclease) est capable de cliver I'ARN c-Myc et I'ARN Igf2 (Tourriere et al., 2001;
Zekri et al., 2005). Par ailleurs, dans les fibroblastes embryonnaires de souris invalidées pour
le géne G3BP, cinq ARN de genes soumis a 'Empreinte sont significativement dérégulés :
Igf2, DIkl, H19, Cdknlc et Grbl0 (Zekri et al., 2005). Par ailleurs, un clivage a été évoqué
pour 'ARNm DIkl (Paulsen et al., 2001) et l'article de Zekri et al. mentionne la présence de
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Figure 39 : Locus DIk1/GtI2/Dio3.

A. Transcrits au locus 14932 humain. A partir de I'alléle maternel sont transcrits les ARN non codants GTL2,
anti-RTL1, des snoRNA et des piRNA (transcrit Rian murin) et des miRNA (transcrit Mirg murin). A partir de
I'alléle paternel sont exprimés trois génes codant des protéines : DLK1, RTL1 et DIO3. Le centre d'Empreinte
IG-DMR est méthylé uniquement sur 'alléle paternel. Les ARN maternels pourraient contréler I'expression des
génes paternels. (Adapté de Royo and Cavaillé, 2008)

B. Modéle de "Polar overdominance" chez le mouton : transmission de la mutation callipyge (alléle C). Lorsque
la mutation est transmise par la meére, les ARN non codants maternels sont transcrits mais le phénotype n'est
pas observé. En cas de transmission paternelle, elle entraine I'expression persistante du géne Dlk1 qui
conduit a I'nypertrophie musculaire. En cas de transmission par les deux parents, les ARN non codants
maternels opposent un contrdle post-transcriptionnel ou traductionnel qui empéche l'expression persistante de
DIk1, le phénotype d'hypertrophie n'est pas observé. (Adapté de Georges et al., 2003)
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trois sites pour G3BP. Cependant aucune évidence expérimentale n'est, a ma connaissance,

disponible quant a la réalité et a la fonction de ce clivage.

Un modele d'action de I'ARN via la liaison avec les IMP pourrait étre le suivant.
L'ARN H19 est lié¢ aux polysomes et lie plusieurs molécules d'TMP. De cette manieére I'ARNm
Igf2 est en contact via IMP1 avec des polysomes ou un clivage par une endoribonucléase
associée aux polysomes pourrait avoir lieu. Ce modele est bien sir théorique et il serait
intéressant d'étudier si l'association de 'ARN H/9 aux polysomes se fait via les IMP en
utilisant par exemple le modéle de souris JMPI™". Sinon, il pourrait étre pertinent d'obtenir des
données biochimiques sur les affinités respectives de 'ARN H/79 pour les polysomes et pour
les IMP. De plus il serait utile de savoir si la fixation des ARN H19 et Igf2 est mutuellement
exclusive, ce qui serait plutdt en faveur d'un mécanisme de compétition. Par ailleurs, si le
clivage de I'ARNm DI/kl est confirmé et est du méme type que celui de 'ARNm Igf2, cela
pourrait impliquer un role de 'ARN H/9 dans ces clivages. Cependant, au locus DIk1/Gtl2, de
nombreux petits ARN non codants sont impliqués dans la régulation de I'expression des génes
et il semble plus plausible, selon le modele de "polar overdominance", qu'ils soient
responsables d'un tel clivage (Figure 39). Ainsi pour ce locus, les microARN maternels
produits a partir de 'ARN AntiRt/] entrainent la dégradation par clivage de I'ARNm R#// et il
est possible qu'un mécanisme similaire participe a la régulation de 'ARNm DIkI (Davis et al.,

2004; Davis et al., 2005).

D'autres protéines pourraient se lier a8 'ARN H/9 et pourraient intervenir dans la
régulation de l'expression des ARN des génes du réseau. Pour les identifier, la technique de
triple-hybride pourrait étre utilisée (SenGupta et al., 1996). Dans cette technique adaptée du
double hybride, trois vecteurs sont nécessaires. Le premier exprime la protéine MS2
fusionnée a un domaine de liaison a I'ADN, le second exprime I'ARN fusionné a une
séquence de reconnaissance par MS2 et le dernier exprime la protéine candidate pour la
liaison a 'ARN fusionné a un domaine d'activation transcriptionnelle. Ainsi, en cas de liaison
entre I'ARN d'intérét et la protéine candidate, la transcription d'un géne rapporteur est activée.
En utilisant une banque d'expression de protéines de fusion, un criblage triple-hybride
pourrait étre réalisé pour identifier les protéines interagissant avec I'ARN H/79. La difficulté
de réalisation de cette approche réside dans le choix de la séquence d'ARN utilisée comme

appat, puisque la taille de I'ARN H/79 est de 2,7 kb.
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Une autre technique envisageable est la technique de Northwestern blot avec une
sonde ARN HI9. Cette premiere approche permettrait de savoir si I'ARN est capable
d'interagir avec une ou plusieurs protéines. Le criblage d'une banque d'expression par la
sonde ARN HI9 pourrait alors permettre de définir les protéines de liaison. Ces données
pourraient étre validées par la fixation des IMP sur H/9 et pourraient permettre de mieux
comprendre le mécanisme par lequel I'ARN HI9 participe au réseau de geénes soumis a

I'Empreinte.

1-2-3) ARN H19 et méthylation de I'”ADN ?

Les mécanismes d'actions proposés ci-dessus sont post-transcriptionnels. I est
également possible que I'ARN H79 agisse au niveau transcriptionnel. En effet, de plus en plus
d'é¢tudes suggerent un controdle transcriptionnel par les petits ARN. Il a récemment ét¢ montré
le role d'un cluster de microARN dans la méthylation par les Dnmt de novo dans les cellules
ES murines (Sinkkonen et al., 2008). Par ailleurs Ago-1 pourrait étre impliqué dans le
recrutement des protéines Dnmt3a, HDAC1 et KMT6 (Ezh2) aux promoteurs via l'interaction
de petits ARN avec I'ARN naissant ou I'ADN simple brin au moment de I'¢longation. La
méthylation de I'ADN et des histones et la désacétylation des histones entraineraient alors une

compaction de la chromatine et une répression transcriptionnelle (Hawkins and Morris, 2008).

1-2-4) Mécanisme d'action indirecte

Nos résultats montrent que l'altération de l'expression de I'ARN H/9 entraine la
dérégulation de onze autres geénes du réseau. Le fonctionnement d'un tel réseau implique que
ces geénes ou leurs produits interagissent les uns avec les autres. Aussi, la modification
d'expression d'un géne pourrait entrainer la dérégulation d'autres génes et ainsi conduire a un
effet indirect de 1'altération de I'ARN H19. Il est possible que la surexpression d'Igf2 puisse
entrainer la surexpression de régulateurs négatifs de la voie IGF comme Igf2R ou Grb10, bien
qu'aucune étude n'ait exploré cette hypothése. En revanche, un lien existe entre Igf2 et
Cdknlc. En effet il a été rapporté qu'un taux élevé de peptide Igf2 circulant chez la souris
IngR'/+ conduit a la réduction de l'expression du geéne Cdknlc (Grandjean et al., 2000). Il
serait intéressant d'explorer la dérégulation des différents geénes régulés par 'ARN H/79, en

utilisant les différents modeles d'invalidation et de surexpression disponibles afin d'établir les
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liens entre ces génes. Ainsi, dans la souris invalidée pour Zacl, I'expression des genes H19 et
Igf2 sont modulés par l'absence de la fixation du facteur de transcription Zacl au niveau de
leurs enhancers communs (Varrault et al., 2006). Dans notre mod¢le, l'altération de
I'expression du gene H19 n'affecte pas l'expression du géne Zacl, ce qui permettrait de placer

H19 en aval de Zacl dans le réseau.
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2) Empreinte et cellules souches adultes.

Le géne HI9 est tres fortement exprimé dans les cellules embryonnaires. Apres la
naissance, l'expression décroit rapidement dans tous les tissus et le géne ne reste fortement
exprimé a 1'dge adulte que dans les tissus musculaires squelettiques (Poirier ef al., 1991). Par
ailleurs, le géne HI9 avait été cloné dans la méme banque que MyoD et appelé MyoH,
suggérant un role important pour la différenciation musculaire (Davis ef al., 1987). Nous nous
sommes donc intéressées a cet organe, avec l'idée que I'ARN H/79 pourrait y jouer un role
particulier. La régénération musculaire est un mécanisme par lequel le muscle est réparé en
cas de lésion. Ce processus fait intervenir les cellules satellites qui vont étre activées,
proliférer et se différencier selon une séquence d'expression génique similaire a celle observée

au cours de I'embryogeneése. Ainsi, la cellule satellite semblait un bon mode¢le d'étude.

La cellule satellite est considérée comme la cellule souche du muscle adulte (Le Grand
and Rudnicki, 2007; Sambasivan and Tajbakhsh, 2007). Il existe peu de données quant a la
régulation de I'Empreinte dans les cellules souches adultes. Une étude sur des tissus humains
montre que le géne Igf2 est exprimé de fagon monoallélique dans les cellules du sang
circulant. En revanche, dans la moelle osseuse, riche en cellules souches hématopoiétiques,
I'expression est biallélique. Ces résultats suggeérent que le géne /Igf2 s'exprime de fagon
biallélique dans les cellules souches et de fagcon monoallélique dans les cellules différenciées
(Morison et al., 2000). Un autre modele de cellules souches étudi¢ est celui des cellules
germinales primordiales qui sont les cellules souches gamétiques. Dans ces cellules, la
méthylation d'Empreinte est effacée et les genes H19, Igf2, Igf2R et Snrpn sont exprimés de
facon biallélique (Szabo and Mann, 1995a). Nous avons donc voulu explorer I'hypothése que
cette caractéristique pouvait également exister pour d'autres cellules souches chez I'adulte et
choisi la cellule satellite comme mod¢le d'étude.

Dans un premier temps, nous avons prélevé le muscle de souris [gf2” et mis en
culture des fibres musculaires. A partir de ces fibres, les cellules satellites présentes sous la
membrane basale se détachent et commencent a se diviser en culture puis a se différencier.
Nous avons observé que le géne /gf2 est exprimé dans ces cellules. Cette expression provient
de l'allele maternel normalement réprimé, suggérant ainsi une expression biallélique du gene.
En miroir, nous avons prélevé les cellules satellites de souris H/9"" et observé l'expression du

gene H19 a partir de l'allele paternel, suggérant de nouveau I'expression biallélique du gene.
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Figure 40 : Résumé des résultats et questions sur les cellules souches adultes.

Les rectangles jaunes indiquent un alléle exprimé, les rectangles bleus indiquent un alléle silencieux. Les
ronds noirs indiquent la méthylation de I'ADN, un rond blanc indique I'ADN non méthylé. Les ronds jaunes
symbolisent les enhancers communs des deux génes.

A. Dans les cellules différenciées, tissus musculaires adultes et petites cellules non satellites du diaphragme,
I'expression des génes H19 et Igf2 est monoallélique.

B. Dans les cellules satellites musculaires, I'expression des genes H719 et Igf2 est biallélique. L'ICR est
convenablement différentiellement méthylé. L'expression biallélique du gene Igf2 pourrait étre due a une
méthylation des DMR somatiques 1 et 2 ou a I'absence de fixation du facteur CTCF, entre autres hypothéses.
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Nous avons cependant considéré que l'utilisation de souris mutantes hétérozygotes
pouvait introduire un biais d'expression, en raison de la présence d'un allele nul. Afin de
s'affranchir d'un effet de l'allele délété sur 1'allele homologue, nous avons utilisé la lignée
SD7, qui porte un fragment spretus sur la partie distale du chromosome 7, qui comprend le
locus H19/Igf2. Par ailleurs, nous avons voulu étudier les cellules satellites dans I'état de
quiescence le plus proche possible de celui qu'elles ont dans la fibre musculaire. Pour cela,
nous avons utilisé un modele de souris dans lequel le gene de la GFP remplace le géne Pax3,
qui est un marqueur de cellules satellites. Les tissus musculaires, en particulier le diaphragme,
peuvent étre triés au FACS et les cellules satellites isolées grace a l'expression de la GFP

+ r.r . A
39FP™ ont été croisées avec les males SD7 et les

(Montarras et al., 2005). Des souris Pax
cellules satellites du diaphragme de la descendance ont été isolées.

Nous avons analysé l'expression du géne /gf2, en utilisant un polymorphisme de
restriction et montré l'expression biallélique dans les cellules de moelle de souris traitées avec
la SFU, qui permet d'accroitre la proportion de cellules souches de la moelle, confirmant ainsi
les résultats publiés dans la littérature (Morison et al., 2000). Par ailleurs, nous avons pu
montrer pour la premiere fois que le gene /gf2 est également d'expression biallélique dans les
cellules satellites alors qu'il est monoallélique dans le tissu musculaire différencié. Cette
absence de lecture de 1'Empreinte pourrait étre due a des modifications de méthylation au
locus. En effet, la méthylation différentielle est apposée sur les DMR gamétiques chez la
souris au cours de la spermatogenese et de la maturation ovocytaire. L'Empreinte est ensuite
maintenue au cours des divisions cellulaires qui ont lieu pendant 1'embryogenése et peut étre
lue dans les cellules somatiques (Figure 22). Il existe une différence entre la présence des
marques de méthylation différentielle et 1'expression monoallélique. Ainsi, dans la masse
cellulaire interne de 1'embryon de souris, la méthylation est effectivement différentielle mais
le géne Igf2 s'exprime de facon biallélique (Szabo and Mann, 1995b). Nous avons donc
analysé I'ICR du locus H19/Igf2 et avons observé qu'il est correctement différentiellement
méthylé dans les cellules satellites (Figure 40). Cette donnée suggere que les marques
d'Empreinte sont présentes dans les cellules souches mais que I'Empreinte est "ignorée".
L'analyse des DMR somatiques au niveau du géne Igf2 est en cours et ces expériences vont
ouvrir de nouvelles perspectives quant a un découplage méthylation/lecture de I'Empreinte
dans les cellules satellites. De plus, il serait intéressant d'analyser l'expression de la protéine
CTCEF dans les cellules satellites afin de voir si elle peut y jouer son rdle d'insulateur. Il serait
¢galement important de pouvoir étudier les modifications post-traductionnelles des histones
par Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Cependant, les cellules satellites sont peu

nombreuses dans les tissus musculaires et trier ces cellules pour étudier différentes marques
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d'histones nécessiterait l'utilisation d'un trés grand nombre d'animaux. Des expériences,
menées dans d'autres laboratoires, sont en cours pour optimiser les analyses de ChIP sur de

petits échantillons.

2-1) Implication de ces résultats pour I'étude des cellules satellites

Les questions posées en ce qui concerne les cellules satellites sont de connaitre
l'origine de ces cellules et d'étudier si elles constituent une population unique ou si plusieurs
populations aux caractéristiques différentes existent (Le Grand and Rudnicki, 2007;
Sambasivan and Tajbakhsh, 2007). Cette deuxieéme question est le fruit de la constatation que
toutes les cellules satellites n'expriment pas les mémes marqueurs, notamment certaines
cellules expriment Myf5 et d'autres non (Kuang et al., 2007).

Le géne Igf2 s'exprime de fagon biallélique dans la masse cellulaire interne du
blastocyste et est ensuite monoallélique dans les tissus endodermiques et mésodermiques
(Szabo and Mann, 1995b). Ceci suggere que l'expression monoallélique apparait avec la
différenciation des tissus au cours de I'embryogenése. Les données d'embryologie
expérimentale montrent qu'au cours de la myogenése, un pool de cellules souches,
Pax3'Pax7’, migre depuis le dermomyotome pour assurer un apport continu de cellules
progénitrices au myotome (Relaix et al., 2005). L'expression biallélique du geéne /gf2 dans les
cellules satellites serait également en faveur d'un stock de cellules qui gardent des
caractéristiques "souches" malgré leur intégration dans les tissus différenciés. Par ailleurs, nos
résultats indiquent que l'alléle normalement réprimé s'exprime a un taux de 15 a 20% par
rapport a l'alléle normalement exprimé. Cela peut indiquer soit que 15 a 20% des cellules
expriment les génes de fagon biallélique sans biais allélique (& 100%), soit que dans chaque
cellule satellite, un relachement de l'empreinte, permettant une expression de 15 a 20%, est
observé pour ce locus. La confirmation de la premicre hypothése serait en faveur de
l'existence de populations distinctes de cellules satellites, certaines étant déja plus déterminées
que les autres vers le destin myogénique. Une étude de l'expression au locus H19/Igf2 par
ARN FISH sur les cellules triées au FACS pourrait permettre de résoudre cette question.
Grace a cette technique, une figure en un spot est observée en cas d'expression monoallélique
et en deux spots en cas d'expression biall¢lique. Cette technique est tres utilisée pour I'é¢tude
de I'ARN Xist, responsable de 1'inactivation du chromosome X chez la femelle (Chaumeil et
al., 2004). Cette analyse est en cours en collaboration avec 1'équipe d'E. Heard. Nous
explorerons également l'expression de I'ARN Xist afin de voir si le méme type de régulation

existe pour cet ARN dans ces cellules souches, chez la femelle.
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2-2) Cellules souches et thérapie cellulaire

Les cellules souches adultes sont un sujet de recherche trés dynamique grace a l'espoir
que suscite l'utilisation de ces cellules en thérapie cellulaire. Dans notre étude, nous avons
montré que I'expression biallélique du géne Igf2 n'est pas modifiée en expression
monoallélique au cours de la différenciation musculaire in vitro. Si 'expression biallélique
n'est trouvée que dans une sous-population de cellules satellites, alors cette observation peut
indiquer qu'en culture, l'auto-renouvellement de cette population est assurée. Ainsi,
l'expression biallélique refléterait la présence et le maintien de ces cellules a caractéristiques
souches dans la culture de cellules musculaires en différenciation.

Cependant, la littérature fait de plus en plus référence a l'altération de 'Empreinte due
aux manipulations des cellules. Ainsi, chez les bovins et les ovins, il a été rapporté que la
culture des embryons peut entrainer un syndrome de surcroissance (LOS pour Large
Offspring Syndrome), résultant de la perte d'Empreinte du locus I/gf2/H19 ou du locus Igf2R
(Feil, 2001). Par ailleurs, les embryons issus de fécondation in vitro chez la souris ont une
altération de la méthylation au locus H19/Igf2, en comparaison a des embryons issus de
fécondation in vivo (Fauque et al., 2007). Dans ce contexte, nos résultats suggeérent que
malgré la présence correcte des marques de méthylation d'Empreinte, 1'expression
monoallélique ne peut pas étre établie in vitro. Cette donnée doit étre pris en compte dans
l'optique de I'utilisation de ces cellules pour la thérapie cellulaire. En effet, si la manipulation
des cellules satellites entraine des défauts d'établissement de 1'Empreinte, le controle de
I'expression des génes soumis a I'Empreinte pourrait étre altéré. Ces génes ont pour une
grande partie été impliqués dans la tumorigencse, notamment les genes H19/Igf2, Zacl,
Cdknlc, etc... D'autres geénes et d'autres types cellulaires devront étre étudiés afin de mieux
comprendre la régulation de I'Empreinte dans les cellules souches chez 1'adulte. Par ailleurs il
est essentiel d'analyser la différenciation de ces cellules in vivo et de vérifier que la régulation
de I'Empreinte est correctement établie dans un contexte physiologique de réparation de tissu
1ésé. Pour cela, nous envisageons de réinjecter, dans le muscle 1ésé de souris Igf2”, les
cellules satellites triées au FACS 4 partir de descendants du croisement Pax3°"" par SD7. Une
RT-PCR alléle spécifique pourrait ainsi nous permettre de contrdler que les muscles régénérés
a l'aide de ces cellules expriment le geéne /gf2 de fagon monoallélique paternelle. Ainsi, cela
montrerait clairement que I'Empreinte Parentale n'est pas lue dans ces cellules souches adultes
mais que la marque primaire d'empreinte, toujours présente, conduit a I'établissement d'une

expression monoallélique dans un tissu différencié.
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3) Conclusions générales et perspectives

Les questions que nous avons posées pour ce travail de thése étaient de comprendre le
role et la régulation de l'expression du gene H7/9. Cet ARN non codant soumis a I'Empreinte a
été découvert il y a vingt ans et sa fonction restait encore inconnue. L'originalité de nos
travaux a été l'utilisation de modéles murins afin d'explorer les différents thémes de recherche
autour de ce geéne. Dans un premier temps, trois modeles de tumorigenéese in vivo ont permis
de confirmer le rdle suppresseur de tumeur du geéne HI9. Puis l'analyse de souris
transgéniques a permis de révéler un réle de frans régulateur d'un réseau de geénes soumis a
I'Empreinte, impliqué dans la croissance embryonnaire. L'ARN H19 contrdle ainsi finement le
taux d'expression de plusieurs autres génes soumis a I'Empreinte. Enfin, l'expression des
genes du locus H19/Igf2 est biallélique dans les cellules satellites et les cellules souches
hématopoiétiques, ce qui implique une régulation de I'Empreinte particuliere pour les cellules
souches adultes.

Les questions qui se posent a présent sont de comprendre par quels mécanismes I'ARN
HI9 peut agir et de pouvoir différencier le role de I'ARN pleine longueur de celui du
microARN miR-675. De plus, comprendre 1'implication du géne H/9 dans le processus de
différenciation/régénération musculaire pourrait permettre ¢galement de nouvelles avancées

quant a la fonction de cet ARN non codant.
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Etude de la fonction de I'ARN non codant H79 et de la régulation de I'Empreinte
Parentale au locus H19/Igf2 dans des modéles murins transgéniques.

Le gene H19 a ét¢ découvert il y a un vingtaine d'années et sa fonction reste encore inconnue.
Ce gene est soumis a I'Empreinte Parentale, son expression est monoallélique maternelle. Par
ailleurs le transcrit produit a partir de ce géne est un ARN non codant de
2,3 kb. Il est fortement exprimé¢ au cours de l'embryogenese dans tous les tissus issus du
mésoderme et de l'endoderme et est réprimé apres la naissance. Le seul organe ou il reste
fortement exprimé chez l'adulte est le muscle squelettique. Le géne H19 est 1i¢ au niveau de sa
localisation chromosomique et de la régulation transcriptionnelle au géne /gf2, qui code un
facteur de croissance embryonnaire exprim¢ de facon monoallélique paternelle. L'invalidation du
gene H19 chez la souris entraine un phénotype de surcroissance attribu¢ a la perte d'Empreinte du
gene Igf2.

Nous avons voulu adresser deux questions portant d'une part sur la fonction de I'ARN H/9 au
cours de l'embryogenese et d'autre part sur la régulation de ce locus dans le muscle adulte.
L'originalité de notre approche réside dans 1'étude in vivo de modeles murins transgéniques. Nos
résultats montrent, a partir de trois modeles murins de tumorigenése induite, que le géne H19 a
une fonction de géne suppresseur de tumeur in vivo. Par ailleurs nous avons montré a partir de
souris exprimant le géne H19 de facon ectopique que cet ARN est un frans régulateur d'un réseau
de geénes soumis a I'Empreinte, impliqué dans la régulation de la croissance. Enfin, nous avons
observé une expression biallélique des genes H19 et Igf2 dans les cellules satellites, qui sont les
cellules souches musculaires, ainsi que dans les cellules souches hématopoiétiques, suggérant
qu'un relachement de I'Empreinte puisse étre une caractéristique des cellules souches adultes.

Analysis of the H19 non-coding RNA function and the H19/igf2 locus imprinting
regulation in transgenic mouse models.

The H19 gene was first described twenty years ago and its function remains unknown. This
gene is imprinted; it is expressed only from the maternal allele. The product of the gene is a 2.3
kb non-coding RNA abundantly expressed in mesoderm and endoderm derived tissues during
embryogenesis. After birth, the expression is repressed in all tissues except skeletal muscle where
it remains strongly expressed at adult stage. The H/9 gene is linked genetically to the paternally
expressed Igf2 gene, which encodes an embryonic growth factor, and they share the mechanism
of transcriptional regulation. The deletion of the H/9 gene in mice leads to an overgrowth
phenotype, which is attributed to a loss of imprinting of the /gf2 gene.

We addressed the questions of the role of the H/9 RNA during embryogenesis and of the
regulation of this imprinted locus in adult muscle tissue. The particularity of our approach is the
use of in vivo transgenic mouse models. We showed in three independent models of induced
tumorigenesis that the H/9 gene acts as a tumour suppressor in vivo. We then analysed
transgenic animals which ectopically expressed the 79 gene and found that this RNA is a trans
regulator of a recently described imprinted gene network, implicated in growth regulation.
Finally we observed a biallelic expression of the H79 and Igf2 genes in satellites cells, which are
muscle stem cells, as well as in haematopoietic stem cells, suggesting that a relaxation of
imprinting could be a characteristic of adult stem cells.
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