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MLID : atteinte de plusieurs loci soumis a empreinte parentale (atteinte multiloci)
MiARNSs : micro-ARNs

MTESR : milieu de culture spécifique des iPSCs

NGS : séquencage nouvelle génération

NLRP : famille des NLR, pyrin domain-containing

ORCHAD : équipe de recherche sur les origines précoces de la santé et du développement de I'enfant
P1 : passage numéro 1 (culture cellulaire)

PA : périmétre abdominal

PAG : petit poids pour I’age gestationnel

PAPPA : protéine plasmatique sérique A associée a la grossesse
PBMC : cellules mononuclées du sang périphérique

PC : périmétre cranien

PEG : génes soumis a empreinte parentale a expression paternelle
PCR : réaction de polymérisation en chaine

PGC : cellules germinales primordiales

PI3K : phosphoinositide 3-kinase

PLAGTI : pleomorphic adenoma gene 1

PIGF : facteur de croissance placentaire

PIHit : paternally expressed IGF2/H19 intergenic transcript

PWS : syndrome de Prader-Willi

RCIU : retard de croissance intra-utérin

SA : semaines d’aménorrhée

SCMC : complexe subcortical maternel

sFLT]1 : fraction soluble du récepteur membranaire du VEGF de type 1 pro-angiogénique
SHED : cellules souches de la pulpe dentaire (dents déciduales)

Si : petit ARN interférent

SLO : syndrome de Smith-Lemli-Opitz

SnoARNsSs : petits ARNs nucléolaires

SRS : syndrome de Silver-Russell

RNA-seq : séquencage d’ARN, étude du transcriptome

TACE : tumor necrosis factor-alpha-converting enzyme = ADAM17
TADs : domaines d’association topologique

TCF1 : facteur de transcription 1

TET]1 : ten-eleven-translocation 1

TMB : révélateur de peroxydase

TNDM : diabéte néonatal transitoire type 1

TRIM2S : tripartite motif-containing 28

TS : syndrome de Temple

UPD : disomie uniparentale

UTR : untranslated transcribed region

VEGEF : vascular endothelial growth factor

WES : séquencage d’exome complet

WGS : séquencage de génome complet

ZFP57 : protéine a doigt de zinc 57 de la famille des protéines KRAB
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CONTEXTE

Selon I’enquéte périnatale nationale frangaise de 2016, 10,8% des nouveau-nés vivants avaient
un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile répondant a la définition du petit poids pour
I’age gestationnel (PAG). La notion de retard de croissance intra-utérin (RCIU) fait intervenir
une dimension dynamique et pathologique de la croissance avec un infléchissement de la courbe
d’estimation de poids feetal. Le RCIU est une des causes principales de mortalité et de morbidité
périnatales (Lees et al., 2020) et présente également des conséquences a long terme avec une
augmentation du risque de développer des complications cardiovasculaires et métaboliques
(hypertension artérielle, insulinorésistance, syndrome métabolique) a 1’age adulte (Kaijser et
al., 2008; Newsome et al., 2003; Spence et al., 2012), ce qui justifie ’intérét porté a la
compréhension des mécanismes physiopathologiques a I’origine du RCIU. La croissance foetale
est finement régulée par de multiples facteurs, maternels, placentaires et foetaux et enfin
génétiques et épigénétiques et les causes de RCIU sont par conséquent nombreuses. La cause
la plus fréquente est I’insuffisance placentaire, définie par ’incapacité du placenta a assurer un
apport suffisant en oxygene et en nutriments au fceetus pour permettre sa croissance et son
développement (Burton and Jauniaux, 2018; Ghidini, 1996). La croissance foetale est en effet
étroitement liée a la disponibilité des nutriments maternels et a leur passage transplacentaire
vers le feetus. Le systéme des IGFs (insulin-like growth factor) joue également un réle essentiel
dans la régulation de la croissance fcetale (Liu et al., 1993).

Les maladies liées a des anomalies de I’empreinte parentale, bien qu’étant des causes rares de
RCIU, constituent un modéle d’étude de la régulation de la croissance foetale. L’empreinte
parentale est un mécanisme épigénétique a I’origine de I’expression mono-allélique de certains
genes en fonction de leur origine parentale (Barton et al., 1984; McGrath and Solter, 1984). Le

syndrome de Silver-Russell (SRS) (Russell, 1954; Silver et al., 1953) et le syndrome de Temple
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(TS) (Temple et al., 1991) sont deux maladies liées a des anomalies de I’empreinte parentale
responsables d’un RCIU. Les anomalies moléculaires les plus fréquemment a I’origine de ces
deux syndromes concernent respectivement les régions soumises a empreinte parentale 11p15
(locus IGF?2 (insulin-like growth factor)/H19) (Netchine et al., 2007; Wakeling et al., 2017) et
14932 (locus DLK1 (delta like non-canonical notch ligand 1) /MEG3 (maternally expressed
3)) (Temple et al., 1991). Bien que les anomalies moléculaires rencontrées chez les patients
présentant un SRS et un TS concernent deux régions chromosomiques différentes, il existe un
chevauchement clinique entre ces patients, comme cela a ét¢ montré précédemment par notre
équipe de recherche (Geoffron et al., 2018). En effet, 76% des patients avec un TS présentent
un score de Netchine-Harbison >4/6 et répondent donc a la définition clinique du SRS
(Geoffron et al., 2018). Notre équipe de recherche a également montré lors de précédents
travaux expérimentaux qu’il existe un chevauchement moléculaire entre les patients avec un
SRS et un TS puisque les patients avec anomalies moléculaires de la région 14q32 sans
anomalie moléculaire de la région 11p15 présentent une diminution d’expression d’/GF2 dans
les fibroblastes, comme les patients avec un SRS (Abi Habib et al., 2019). Par ailleurs, les
patients avec un SRS présentent, comme les patients avec un TS, une surexpression dans les
fibroblastes de certains ARNs (acides ribonucléiques) non codants exprimés a partir de I’all¢le
maternel de la région 14q32 (MEGS et certains miARNs) alors qu’ils ne présentent pas
d’anomalie moléculaire de la région 14q32 (Abi Habib et al., 2019). Documenter le réle dans
la régulation de la croissance fcetale du gene soumis a empreinte parentale DLKI, exprimé a
partir de I’allele paternel de la région 14q32, est donc une approche intéressante pour aborder
I’étude de la régulation épigénétique de la croissance feetale. En effet, les voies de signalisation
impliquées dans la transduction du signal de DLK1 et le role de DLK1 dans I’adipogenese et
dans la chondrogenése donnent des arguments en faveur d’un réle de DLK1 dans la croissance

feetale (Traustadottir et al.,, 2017). De plus, les modeles murins d’invalidation de DIkl
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présentent une restriction de croissance feetale (Moon et al., 2002). Enfin, la diminution des
concentrations sé€riques de DLK1 dans le sang maternel pendant la gestation humaine en cas de
feetus avec RCIU (Cleaton et al., 2016) et son réle dans 1’adaptation métabolique a la gestation
donnent des arguments supplémentaires en faveur du role de DLK 1 dans la croissance feetale.
Les récents travaux de notre équipe de recherche concernant le chevauchement clinique et
moléculaire qui existe entre les patients présentant des anomalies moléculaires des régions
soumises a empreinte parentale 11p15 (locus IGF2/H19) et 14q32 (locus DLK1/MEG?3) et les
arguments en faveur d’un réle de DLK1 dans la régulation épigénétique de la croissance foetale
ont ét¢ a l'origine de ce travail de thése a travers une approche translationnelle puis

fondamentale.
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I. PHYSIOLOGIE DE L’EMPREINTE PARENTALE

I.1. Mécanismes épigénétiques de régulation de I’expression des genes

Conrad Waddington introduit pour la premicre fois en 1942 (Waddington, 1942) le concept de
« paysage €pigénétique » désignant les mécanismes modulant 1’expression du génotype pour
aboutir a un phénotype spécifique. Littéralement, le terme €pigénétique désigne ce qui est « au-
dessus de la génétique » et correspond a la modification de I’expression des genes sans
modification de la séquence de I’ADN (acide désoxyribonucléique). La régulation épigénétique
de I’expression des genes fait intervenir plusieurs mécanismes moléculaires, comme
I’apposition d’un groupement méthyl sur I’ADN qui est la marque épigénétique la plus étudiée

dans le génome des mammiferes (Holliday and Pugh, 1975).

I.1.1. Méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN correspond a I’apposition d’un groupement méthyl sur une cytosine
au sein d’un dinucléotide cytosine-phospho-guanine (CpG), généralement dans des régions
riches en dinucléotides CpG. La méthylation de ’ADN au niveau des promoteurs des genes est
associée a un ¢état compacté de la chromatine et diminue ainsi 1’acces des facteurs de
transcription au génome (Fujita et al., 2000). Par ailleurs, des protéines répressives de la
transcription sont capables de lier ’ADN méthylé au niveau des promoteurs des genes et
d’inhiber leur transcription (Zhang and Pradhan, 2014). Enfin, la méthylation de ’ADN au
niveau des régions intergéniques joue un role important dans la régulation de I’expression des

genes soumis a empreinte parentale (cf. 1.1.4).
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I.1.2. Modifications post-traductionnelles des histones

Les nucléosomes, constitués d’ADN enroulé autour d’un octameére d’histones, constituent
l'unité de base de la chromatine (Li, 2002). Le niveau de compaction de la chromatine modifie
I’accessibilité de I’ADN et participe ainsi a la régulation des niveaux de transcription des genes
(Li, 2002). Les modifications post-traductionnelles au niveau de I’extrémité N-terminale des
queues d’histones (méthylation, acétylation, phosphorylation et ubiquitinylation) forment un
« code » histone qui modifie I’état de condensation de la chromatine (Jenuwein and Allis,
2001). Le niveau de condensation de la chromatine modifie I’accés a la séquence d’ADN des
facteurs impliqués dans la régulation de la transcription des génes (Zhang and Pradhan, 2014),
et en conséquence régule leur niveau d’expression (Jenuwein and Allis, 2001). A titre
d’exemple la marque H3K4me3 qui fait référence a la tri-méthylation de la lysine 4 de 1’histone
H3 est associée a un état actif de la transcription alors que la marque H3K9m3 qui fait référence
a la tri-méthylation de la lysine 9 de I’histone H3 est associée a un €tat compacté de la
chromatine et donc a une diminution des niveaux d’expression des geénes (Jenuwein and Allis,

2001).

I.1.3. ARNSs non codants

Les ARNs non codants sont des transcrits qui ne codent pas pour des protéines. Ils ont un réle
important dans la régulation de la transcription des geénes. Les ARNs non codants peuvent
empécher 1’accessibilité des facteurs de transcription aux promoteurs des genes, bloquer des
sites d’épissage alternatif ou agir de maniere post-transcriptionnelle (Lee, 2012; Ransohoff et
al., 2018). Les ARNs non codants participent au remodelage de la chromatine en ciblant les
complexes modificateurs de la chromatine (Lee, 2012). Parmi les ARNs non codants, les
microARNs (miARNs) sont des molécules de 19 a 24 nucléotides qui effectuent une régulation
post-transcriptionnelle des génes en favorisant la dégradation des ARNs messagers ou en

inhibant la traduction des ARNs messagers en protéines (Bartel, 2009; Guo et al., 2010). Les
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longs ARNs non-codants (IncARNs) sont des molécules de plus de 200 nucléotides. Les
IncARNs ont un rdle important dans la régulation post-transcriptionnelle de I’expression des
genes (cf. 1.2.3), dans les mécanismes d’empreinte parentale (cf. I.1.4) et dans I’inactivation du
chromosome X (Ransohoff et al., 2018). Les petits ARNs nucléolaires (snoARN) sont
impliqués dans la modification post-transcriptionnelle d’ARNs non codants. Ils pourraient

¢galement étre les précurseurs de miARNs (Ender et al., 2008; Scott and Ono, 2011).

I.1.4. Empreinte parentale

L’empreinte parentale est un mécanisme €pigénétique qui permet 1’expression mono-allélique
de certains génes en fonction de leur origine parentale (Fig.1) (Barton et al., 1984; McGrath
and Solter, 1984). A I’heure actuelle, environ 150 génes ont ét¢ identifiés comme soumis a
empreinte parentale chez [I’humain selon la base de données « geneimprint »

(www.geneimprint.com).

a. b. c.
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Figure 1 : Phénoméene d’empreinte parentale. a. Les génes qui ne sont pas soumis a empreinte
parentale sont exprimés a partir des deux alleles, I’expression est dite biallélique. b. Geéne
soumis a empreinte parentale exprimé uniquement a partir de I’alléle paternel. c. Géne soumis
a empreinte parentale exprimé uniquement a partir de 1’alléle maternel. Ronds rouges :
transcrits d’origine maternelle, ronds bleus : transcrits d’origine paternelle.
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Le concept d’empreinte parentale a émerg¢ a la fin des années 1980 suite a la démonstration de
non-équivalence des génomes paternel et maternel (Barton et al., 1984; McGrath and Solter,
1984). Des expériences de transferts nucléaires dans des ceufs de souris fécondés ont montré
que la contribution des génomes male et femelle était indispensable pour la formation et le
développement d’un embryon et des annexes embryonnaires, et que 1’obtention d’un génome
diploide avec contribution uniquement maternelle ou paternelle n’aboutissait pas au
développement normal de I’embryon (Barton et al., 1984; McGrath and Solter, 1984). Chez
I’humain, la survenue de moles hydatiformes, résultant de la fécondation d’un ovocyte sans
noyau par un spermatozoide avec duplication des chromosomes males illustre la nécessité d’un
génome avec double contribution maternelle et paternelle pour former un embryon et ses
annexes (Lindor et al.,, 1992). Des expériences de croisement de souris présentant des
remaniements chromosomiques (translocations robertsoniennes 11;13 ou 2;11) ont permis de
démontrer que le phénotype des souris variait en termes de croissance et de développement
selon 1’origine parentale de la disomie uniparentale du chromosome 11 murin obtenue suite a
ces croisements (Cattanach and Kirk, 1985). Ces expériences ont permis d’établir une premicre
carte des régions génomiques soumises a empreinte parentale. Les premiers génes soumis a
empreinte parentale ont ensuite ¢t¢ identifiés dans les années 90 suite a des expériences
d’invalidation de génes. Les travaux de Thomas M. DeChiara sur des modeles murins
d’invalidation d’/gf2 ont mis en évidence I’expression mono-allélique de ce geéne a partir de
’allele paternel (DeChiara et al., 1990). La transmission maternelle d’une invalidation de /gf2
n’avait pas de retentissement sur la taille et le poids de naissance des souriceaux alors que
I’invalidation de I’all¢le paternel d’/gf2 conduisait a des souriceaux avec un déficit de poids de
40% (DeChiara et al., 1990, 1991).

Selon la théorie du conflit parental, les génes exprimés pendant la gestation a partir de 1’alléle

maternel viseraient a préserver les ressources maternelles aux dépens de la croissance feetale et
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placentaire alors que les génes a expression paternelle favoriseraient 1’apport énergétique au
feetus et la croissance feeto-placentaire aux dépens de la mere (Haig, 1997; Iwasa, 1998; Moore

and Haig, 1991; Moore and Reik, 1996).

I.2.  Mécanismes de controle de I’expression des génes soumis a empreinte parentale

I.2.1. Regroupement des génes soumis a empreinte parentale dans des régions
chromosomiques

Les génes soumis a empreinte parentale sont regroupés dans une quarantaine de grandes régions
chromosomiques riches en ilots CpG (Mackay and Temple, 2017). Une méme région
chromosomique peut comporter des génes soumis a empreinte parentale exprimés a partir de
’alleéle maternel et/ou de ’all¢le paternel (Mackay and Temple, 2017). Certains génes peuvent
avoir une expression biallélique dans certains tissus et mono-allélique dans d’autres, le
phénomene d’empreinte parentale n’étant pas nécessairement ubiquitaire (Buiting et al., 2008;
Hayward et al., 1998; Kishino et al., 1997; Mackay and Temple, 2017). A titre d’exemple, le
gene Igf2 est soumis a empreinte parentale de maniére quasi ubiquitaire durant la vie foetale
chez la souris, (DeChiara et al., 1991) a I’exception du systéme nerveux central ou /gf2 a une
expression biallélique dans les leptoméninges et dans les plexus choroides (DeChiara et al.,
1991; Hu et al., 1995; Pham et al., 1998). Chez ’humain, /GF2 a également une expression

biallélique dans le cerveau pendant la vie feetale (Pham et al., 1998).

I.2.2. Méthylation différentielle des centres d’empreinte parentale
Un des mécanismes les plus étudiés de régulation de I’expression mono-allélique des genes
soumis a empreinte parentale est la méthylation différentielle de dinucléotides CpG au sein de

régions d’ADN appelées centres d’empreinte parentale (ICR ou « imprinting control region »)
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ou régions différentiellement méthylées (DMR ou « differentially methylated region »)
primaires, qui contrdlent en cis 1’expression mono-allélique de 1’ensemble des génes soumis a
empreinte d’un domaine (Lopes et al., 2003). La plupart des ICRs sont méthylés sur 1’all¢le
maternel (Reik and Walter, 2001). Chez I’humain, seuls les ICRs H19/IGF2:1G-DMR en 11p15
et MEG3/DLKI1:1G-DMR en 14q32 situés dans des régions intergéniques (IG) sont méthylés
sur 1’allele paternel (Lleres et al., 2019).

L’importance du processus de méthylation de I’ADN dans le contréle de I’expression mono-
allélique des génes soumis & empreinte parentale a ¢té mise en évidence par des expériences
murines de délétion de I’ADN méthyltransférase 1 (Dnmtl), protéine responsable du maintien
des marques de méthylation des ICRs lors des stades préimplantatoires du développement
embryonnaire (Leonhardt et al., 1992). L’invalidation de Dnmtl entraine une mortalité
importante des embryons murins au 11°™ jour aprés la fécondation (E11) et une relaxation de
I’empreinte parentale avec une expression biallélique des geénes soumis a empreinte parentale
comme par exemple H/9 (Li et al., 1993). Cependant, dans ces mod¢les murins d’invalidation
de Dnmtl, quelques geénes gardent une expression mono-allélique. Le géne Asc/2 exprimé a
partir de I’allele maternel du chromosome 7 murin (homologue du chromosome 11 humain)
garde une expression mono-allélique alors que I'ICR de cette région perd sa méthylation
différentielle en cas d’invalidation de Dnm¢tl (Caspary et al., 1998; Lewis et al., 2004). Bien
que la méthylation différentielle des ICRs ait un role primordial dans la régulation de
I’expression mono-allélique des génes soumis a empreinte parentale, cette constatation suggere

I’existence d’autres mécanismes de régulation.

I.2.3. Régulation en cis et en trans par les longs ARNs non codants
Les IncARNs peuvent exercer une régulation positive sur 1’expression en cis des génes d’un

domaine en recrutant des facteurs de transcription ou une régulation négative en recrutant des
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répresseurs de la transcription comme par exemple la lysine methyltransférase G9A
responsable d’une diméthylation de la lysine 9 de I’histone 3, marque associée a un état
compacté de la chromatine (Lewis et al., 2004; Patten et al., 2016).

Les IncARNs peuvent également exercer une régulation en trans sur des régions ¢loignées de
leur domaine d’origine. Cette régulation en trans de I’expression des génes soumis a empreinte
parentale illustre I’organisation de ces genes en réseau. La premiére démonstration de
I’organisation en réseau des genes soumis a empreinte parentale avait été faite par une équipe
frangaise a I’aide d’un modele murin avec invalidation paternelle de Zacl, homologue murin
du geéne soumis a empreinte parentale humain PLAGLI, impliqué dans le diabete néonatal
transitoire (Varrault et al., 2006). Dans ce mod¢le murin, 1’invalidation de Zac/ induit des
modifications d’expression d’autres génes soumis a empreinte parentale comme Igf2, Dikl,
Grb10 (growth factor receptor-bound protein 10), CdknlC (cyclin dependent kinase inhibitor
1C), exprimés a partir de régions distantes de la région de Zacl. A I’aide d’un mod¢le murin
de délétion d’H19, Gabory et al. ont montré que la perte d’expression du IncARN H/9 exprimé
a partir de 1’alléle maternel de la région 11p15 induit une surexpression a E14.5 de plusieurs
autres genes soumis a empreinte parentale parmi lesquels Cdknlic, Igf2, Dikl, Rtll, Gnas et
Peg3 exprimés a partir de régions chromosomiques différentes (Gabory et al., 2009) (Fig.2).

A
Peg3 Zac1
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Figure 2 : Organisation en réseau des génes soumis a empreinte parentale chez la souris. Les
genes a expression maternelle sont représentés en rouge, les génes a expression paternelle en
noir. D’aprés Gabory et al., 2009.
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Chez I’humain, la surexpression ou 1’invalidation d’ARNs non codants exprimés a partir de la
région soumise a empreinte parentale 14q32 dans des fibroblastes in vitro induit une
modification du niveau d’expression des genes soumis a empreinte parentale de la région 11p15
(Abi Habib et al., 2019). Les travaux menés précédemment au sein de notre laboratoire ont en
effet permis de mettre en évidence in vitro que I’expression d’/GF2 a partir de la région 11p15
dans des fibroblastes de patients présentant une perte de méthylation en 14q32 est régulée en
trans par la surexpression des IncARNs MEG3 et MEGS exprimés a partir de 1’allele maternel
de la région 14q32 (Abi Habib et al., 2019). L’équipe de Nissim Benvenisti a également mis en
évidence in vitro chez I’humain dans des cellules souches pluripotentes induites (iPSCs) que la
surexpression du IncARN IPW (imprinted gene in the Prader-Willi syndrome) exprimé a partir
de la région soumise a empreinte 15q13 induit une diminution d’expression de génes exprimes

a partir de 1’alleéle maternel de la région 14q32 (Stelzer et al., 2014).

I.2.4. Conformation chromatinienne et domaines d’association topologique (TADs)

La régulation en trans de 1’expression des genes soumis a empreinte parentale fait également
intervenir des protéines insulatrices, dont le role est d’isoler les séquences activatrices
(« enhancer ») des promoteurs des génes, comme le facteur CCCCTC-binding factor (CTCF)
(Hark et al., 2000) (Fig.3). Le facteur CTCF est une protéine a doigt de zinc qui se fixe a I’ADN
sur des sites de fixation de CTCF appelés CBS (CTCF binding site) (Bell et al., 1999). A la fin
des années 1990, Bell et Felsenfeld ont montré dans des modéles cellulaires murins et humains
I’existence de sites de fixation de CTCF au sein de I'I[CR IGF2/H19:1G-DMR en 11p15 (Bell
and Felsenfeld, 1999). La méthylation de cet ICR sur ’all¢le paternel empéche la fixation de
CTCF sur ces CBS. La dé¢létion des CBS au sein de 'ICR IGF2/HI19:1G-DMR conduit a
I’expression biallélique d’/GF?2 et a I’absence d’expression d’H19 (Bell and Felsenfeld, 1999).

H19 et IGF2 partagent des séquences activatrices (« enhancer ») communes, mais la fixation
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de CTCF sur I’allele maternel de cet ICR empéche 1’action de cette séquence activatrice sur le
promoteur du gene /IGF2 (Fig.3). Ainsi, en se fixant sur I’allele maternel, CTCF est capable de
constituer une barri¢re au sein de la région /IGF2/H19 et contrdle 1’expression mono-allélique

d’IGF?2 a partir de 1’all¢le paternel (Hark et al., 2000) (Fig.3).
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Figure 3 : Représentation schématique en deux dimensions de la région télomérique de la région
11p15. La fixation de CTCF sur I’all¢le maternel (Mat) non méthylé de I’ICR empéche 1’action
des séquences activatrices (« enhancer ») sur le promoteur d’/GF2. IGF2 est exprimé
uniquement a partir de 1’alléle paternel (Pat). ICR1 : centre d’empreinte /GF2/H19:1G-DMR,
« enhancer » : séquence activatrice.

Plus récemment, en combinant des approches de génomique (capture de la conformation des
chromosomes ou 3C et capture circulaire de la conformation des chromosomes ou 4C) et de
microscopie a haute résolution (hybridation par fluorescence in situ tridimensionnelle ou ADN
FISH) chez la souris et chez I’humain, des équipes ont fait évoluer ce modele en deux
dimensions en montrant le role de I’organisation tridimensionnelle du génome dans la
régulation de I’expression des génes soumis a empreinte parentale (Bonev et al., 2017; Dixon
et al., 2012). Les domaines d’association topologique (TADs) sont des unités structurales et

fonctionnelles du génome dont la découverte a modifié la vision de la structure du génome et
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de la régulation transcriptionnelle des génes (Rao et al., 2014). Les TADs correspondent a des
domaines chromatiniens au sein desquels il existe de nombreuses interactions entre des genes
exprimés a partir de régions distantes du génome (Dixon et al., 2012) et sont représentés sous
forme de triangles par les matrices d’étude de la conformation tridimensionnelle du génome

(Fig.4) (Lléres et al., 2019).
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Figure 4: Représentation d’un domaine d’association topologique (TAD), composé de
plusieurs sous domaines (sub-TAD). L’intensité du signal rouge au sein de la représentation
sous forme de triangle du TAD correspond a I’'importance du nombre des interactions qui
existent entre les génes de la région. DNA : ADN. Low : faible, High : élevé. D’aprés (Paik et
al., 2021).

Le facteur CTCF joue un réle important dans cette organisation tridimensionnelle du génome
(Fig.4) (Noraet al., 2017). Grace a des modeles murins de déplétion de la protéine CTCF, Nora
et al. ont montré que CTCF est nécessaire a la formation des boucles chromatiniennes qui

permettent le rapprochement de deux régions distantes du génome et la mise en relation par
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exemple d’un facteur de transcription avec un promoteur initialement distant (Nora et al., 2017).
Le repliement sous forme de boucles tridimensionnelles des chromosomes grace a la fixation
de CTCF sur le génome conduit a la formation des TADs (Nora et al., 2017). Au sein des
régions soumises a empreinte parentale, les interactions au sein des TADs sont identiques sur
les all¢les paternels et maternels, a 1’exception des régions humaines 11p15 et 14q32 et leurs
régions homologues murines (Rovina et al., 2020). Sur ces deux régions chromosomiques il
existe des sites de fixation de CTCF. La fixation de CTCF sur I’all¢le maternel non méthylé de
la région Igf2/H19 induit la formation d’une boucle chromatinienne rapprochant le promoteur
d’H19 des séquences activatrices (« enhancer ») de la région, alors que I’absence de fixation
de CTCF sur D’allele paternel méthylé¢ permet le rapprochement du promoteur d’/gf2 des
séquences activatrices (« enhancer ») (Kurukuti et al., 2006; Murrell et al., 2004). Chez
I’humain, les délétions maternelles emportant les sites de fixation de CTCF augmentent
I’expression d’/GF2 et sont a 1’origine d’un exces de croissance (syndrome de Beckwith

Wiedemann) (De Crescenzo et al., 2011).

I.3.  Mise en place et maintien de I’empreinte parentale

L’¢établissement de la méthylation des ICRs a lieu durant la gamétogénése au stade de cellules
germinales primordiales (Smallwood and Kelsey, 2012). Les cellules germinales primordiales
subissent une déméthylation puis une reméthylation de ’ADN en fonction du sexe de
I’embryon (Hajkova et al., 2002). La méthylation est ensuite maintenue durant les divisions
cellulaires jusqu’a la fécondation (Hajkova et al., 2002). Apres la fécondation, le génome du
zygote subit une nouvelle vague de déméthylation puis une reméthylation au stade de
blastocyste avant 1’implantation. Cette deuxieéme vague de déméthylation concerne I’ensemble
du génome a I’exception des ICRs qui conservent leur niveau de méthylation (Smallwood and

Kelsey, 2012) (Fig. 5). Par ailleurs, il existe des DMRs secondaires qui par définition acquierent
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ou perdent leur méthylation différentielle au cours du développement sous le contrdle des ICRs

(Lopes et al., 2003).
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Figure 5 : Niveau de méthylation du génome et des ICRs pendant la gamétogenése et les stades
embryonnaires préimplantatoires. ICR : centre d’empreinte parental. DMR : région
différentiellement méthylée, PGC : cellule germinale primordiale. D’aprés Smallwood and
Kelsey, 2012.

Les mécanismes a I’origine de la mise en place et du maintien de la méthylation de I’ADN des
régions soumises a empreinte parentale sont mal connus. Les ADN méthyltransférases de la
famille des DNMT3 jouent un rdle important dans la méthylation de novo de I’ADN. L’étude
de modeles murins d’inactivation des ADN méthyltransférases Dnmt3a et Dnmt3b a montré
leur role central dans la méthylation de novo des ICRs (Okano et al., 1999). Dnmt31 agit comme
cofacteurs de ces dernieres (Bourc’his et al., 2001). Dans les ovocytes, seules les ADN

méthyltransférases Dnmt3a and Dnmt31 sont impliquées dans la méthylation des centres

d’empreinte, Dnmt3b n’étant exprimé que dans les gamétes males (Kaneda et al., 2004).
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L’ ADN méthyltransférase Dnmt1 est impliquée dans le maintien de la méthylation au cours des
divisions cellulaires, particuliérement lors de la vague de déméthylation globale du génome
dans les stades préimplantatoires (Hata et al., 2002). Bien que le réle majeur des ADN
méthyltranstérases de la famille des Dnmt3 dans 1’apposition et le maintien de la méthylation
des ICRs soit bien ¢établi, ces ADN méthyltransférases ne possedent pas de domaine de liaison
spécifique aux ICRs. La protéine Zfp57, protéine a doigts de zinc de la famille des protéines
KRAB (Kriippel-associated box domain), se fixe sur le motif TGCCGC présent dans les ICRs
(Hirasawa and Feil, 2008; Li et al., 2008) et forme un complexe avec son cofacteur Kapl
(KRAB-associated protein-1, également appelé Tripartite motif-containing 28 Trim28) (Zuo et
al., 2012) qui permet le recrutement des ADN méthyltransférases de la famille Dnmt3.
L’invalidation de Zfp57 dans des cellules souches embryonnaires murines in vitro est
responsable d’une perte de la méthylation différentielle de I’ensemble des ICRs avec une
relaxation de 1I’empreinte parentale (Riso et al.,, 2016). En revanche, les mode¢les murins
d’invalidation homozygote de Zfp57 présentent une perte de la méthylation différentielle des
ICRs seulement dans certaines régions soumises a empreinte et dans certains tissus (par
exemple perte de méthylation en 15q11-q13 uniquement dans le cerveau, le foie et le placenta
murin) (Li et al., 2008; Takahashi et al., 2015). Chez I’humain, des mutations de ZFP57 ont été
rapportées pour la premiére fois en 2008 chez des patients présentant un diabéte néonatal
transitoire par perte de méthylation de I’'ICR de la région soumise a empreinte parentale 6q24
(Mackay et al., 2008). Ces patients présentaient des anomalies de méthylation a plusieurs loci
soumis a empreinte parentale ou atteinte multiloci (cf 11.2) (Mackay et al., 2008). Chez
I’humain, les mutations perte de fonction de ZFP57 n'ont un impact sur la méthylation que de
quelques ICRs (Bak et al., 2016; Boonen et al., 2013; Court et al., 2013). L’absence de ZFP57
dans les ovocytes humains suggere un role moins important de cette protéine par rapport a son

orthologue murin (Okae et al., 2014). Plus récemment, Takahashi et al. ont mis en évidence le
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role de la protéine de la famille des protéines a doigt de zinc KRAB Znf445/ZNF445 dans la
mise en place et le maintien apres la fécondation de la méthylation des ICRs dans des cellules
souches embryonnaires murines et humaines (Takahashi et al., 2019). Znf445, comme Z{p57,
forme un complexe avec Kap1. Chez I’humain, Kagami et al. ont rapporté pour la premiere fois
en 2021 une mutation de ZNF445 chez un patient présentant un syndrome de Temple par perte
de méthylation de I’ICR de la région soumise a empreinte 14q32, associée a une perte de

méthylation d’autres régions soumises a empreinte parentale (11p15 et 20q13) (Kagami et al.,

2021).

29



II. SYNDROMES LIES A DES ANOMALIES DE L’EMPREINTE PARENTALE

Une dizaine de syndromes liés a des anomalies de I’empreinte parentale a été décrite en
pathologie humaine (Mackay and Temple, 2017). Il existe fréquemment dans ces syndromes
une restriction ou un exce€s de croissance feetale (Mackay and Temple, 2017). Des atteintes
d’une méme région chromosomique soumise a empreinte parentale peuvent donner deux
syndromes en miroir en fonction du type d’anomalie moléculaire (Mackay and Temple, 2017).
A titre d’exemple, une perte de méthylation de ’ICR du domaine télomérique de la région
soumise a empreinte parentale 11pl15 (H19/IGF2:1G-DMR) est responsable d’un phénotype
avec restriction de croissance feetale (syndrome de Silver-Russell) (Gicquel et al., 2005;
Russell, 1954; Silver et al., 1953) alors qu’un gain de méthylation de cet ICR induit un exces
de croissance feetale (syndrome de Beckwith-Wiedemann) (Brioude et al., 2018; Reik et al.,
1995; Wiedemann, 1964). De méme, une perte de méthylation de I’ICR de la région soumise a
empreinte parentale 14q32 (DLKI/MEG3:1G-DMR) est responsable d’un phénotype avec
restriction de croissance feetale et placentaire (syndrome de Temple) (Temple et al., 1991) alors
qu'un gain de méthylation de cet ICR est responsable du syndrome de Kagami-Ogata
fréquemment associé¢ a un exces de croissance feetale et placentaire (Kagami et al., 2015).

Nous nous concentrerons dans ce travail sur les syndromes avec restriction de croissance fcetale.

II.1. Syndromes liés a des anomalies de ’empreinte parentale responsables d’un

retard de croissance intra-utérin

Plusieurs syndromes liés a une anomalie moléculaire dans des régions chromosomiques
soumises a empreinte parentale sont associ€s a une restriction de croissance feetale (Tableau 1)
(Finken et al., 2018; Russell, 1954; Silver et al., 1953; Temple et al., 1991). Le RCIU est

constant dans le syndrome de Silver-Russell et inconstant dans d’autres syndromes (95% dans

30



la pseudopseudohypoparathyroidie par mutation de 1’all¢le paternel de GNAS, 90% dans le
syndrome de Temple, 50% dans le syndrome de Prader-Willi, 37% dans la
pseudohypoparathyroidie avec mutation de I’allele maternel de GNAS ) (Angulo et al., 2015;

Dixit et al., 2013; Finken et al., 2018; Geoftron et al., 2018).
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Syndrome de Disomie Syndrome de Syndrome de Pseudopseudohypo- | Syndrome IMAGE
Silver-Russell uniparentale du Temple Prader-Willi parathyroidie
chromosome 20
OMIM #180860 #617352 #616222 #176270 #612463 #614732
Mécanismes 11pl5 upd(20)mat upd(14)mat, Délétion paternelle | Mutations de | Mutations gain de
moléculaires HI19/IGF2:1G- délétion 14q32 15q11-13, I’alleéle paternel de | fonction de 1’alléle
DMR LOM, CNVs, paternelle, upd(15)mat, GNAS1 maternel de
upd(7)mat, DLKI/MEG3 :1G- | mutations du centre CDKNIC
mutations de DMR LOM d’empreinte 15q11-
CDKNIC, IGF2, 13, mutations
PLAGI, HMGA?2 SNRPN et NDN
Autres Retard de Retard de Retard de Hypotonie Petite taille a I’age | Hypoplasie
caractéristiques | croissance post- croissance post- croissance post- néonatale, adulte, obésite, congénitale des
cliniques natal, natal, difficultés natal, difficultés ossifications SOus- | surrénales, bosses
, . . . , . . . . cutanées, dysplasie
macrocéphalie alimentaires macrocéphalie alimentaires puis SSeUSe frontales,
relative, front séveres, hypotonie | relative, front haut, | hyperphagie, brachy c{actyli e macrocéphalie
bombant, difficultés | et retard de acromicrie, obésité, troubles du relative a la
alimentaires, développement difficultés comportement, naissance,
asymétrie psychomoteur alimentaires, déficience anomalies des
corporelle inconstant. Pas de puberté précoce, intellectuelle, organes génitaux,
macrocéphalie obésité précoce, hypogonadisme anomalies osseuses
relative hypotonie néonatale

Tableau 1 : Syndromes associés a une anomalie de I’empreinte parentale responsables d’un petit poids pour 1’age gestationnel. LOM : perte de
méthylation. CNVs : copy number variant, anomalie de nombre des chromosomes, mat : maternel, pat : paternel, upd : disomie uniparentale.
D’apres Finken et al., 2018
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II.2. Mécanismes moléculaires a I’origine des maladies de I’empreinte parentale

La survenue de syndromes liés a des anomalies de I’empreinte parentale peut étre secondaire a
des anomalies génétiques ou épigénétiques qui modifient I’expression des génes de la région
(Mackay and Temple, 2017). Les d¢létions, duplications ou mutations entrainent une
modification de I’expression d’un geéne soumis a empreinte parentale si elles intéressent 1’all¢le
parental a partir duquel il est exprimé (Mackay and Temple, 2017). Des disomies uniparentales
(deux copies d’un chromosome provenant du méme parent et absence de copie provenant de
I’autre parent) entrainent I’expression bialéllique de certains genes et 1’absence d’expression
d’autres geénes. On parle d’isodisomie si la disomie concerne le méme chromosome et
d’hétérodisomie s’il s’agit de deux chromosomes homologues différents mais issus du méme
parent (Mackay and Temple, 2017). Enfin, des anomalies épigénétiques avec perte ou gain de
méthylation au niveau d’un ICR peuvent étre a 1’origine d’une modification des niveaux
d’expression des genes de la région chromosomique concernée (Mackay and Temple, 2017).
Certaines anomalies moléculaires a 1’origine de pathologies de I’empreinte parentale
surviennent de facon post-zygotique et sont présentes en mosaique, dans certains tissus

uniquement (Sanchez-Delgado et al., 2016).

Certains patients avec des maladies liées a des anomalies de 1I’empreinte parentale présentent
des anomalies de méthylation au niveau de plusieurs ICRs de régions soumises a empreinte
parentale (atteinte multi-loci ou MLID) (Mackay and Temple, 2017). La proportion de ces
anomalies multiples de méthylation est variable selon le syndrome identifi¢ (50% des cas chez
les patients atteints de diabete néonatal transitoire, 59% chez les patients atteints de syndrome
de Temple, 25% chez les patients atteints de syndrome de Beckwith-Wiedemann avec perte de
méthylation de I'ICR KCNQI1OTI1:TSS-DMR et autour de 10% chez les patients atteints de

syndrome de Silver-Russell par perte de méthylation de I’'ICR H19/IGF2:1G-DMR) (Geoffron
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et al., 2018; Mackay et al., 2015). La proportion mise en ¢vidence de ces anomalies multiples
de méthylation varie également en fonction des tissus étudiés et du nombre de loci soumis a
empreinte explorés (Azzi et al., 2014; Eggermann et al., 2014). Des mutations des genes
impliqués dans la mise en place ou le maintien de la méthylation des centres d’empreinte
(ZFP57, ZNF445, ct 1.3) ont été identifiées chez des patients présentant une atteinte multiloci.
Des mutations des génes du complexe subcortical maternel (SCMC) de la famille des NLRP
(NLRP5, NLRP2 ou NLRP7) ont été identifiées chez les meres de patients présentant une
atteinte multiloci (Li et al., 2008; Soellner et al., 2017). Les proté¢ines du SCMC, exprimées
dans I’ovocyte, sont nécessaires au développement de I’embryon juste apres la fécondation au
cours des premiceres divisions cellulaires avant I’activation du génome du zygote (Li et al.,
2008). Le SCMC est nécessaire a la mise en place de la méthylation des ICRs dans les cellules

germinales et au maintien des niveaux de méthylation au tout début de la fécondation (Tian et

al., 2009).

I1.3. Syndrome de Silver-Russell

I1.3.1. Manifestations cliniques du syndrome de Silver-Russell

Le SRS est une cause rare de RCIU. En période néonatale, il associe des difficultés alimentaires,
une hypotonie, des hypoglycémies, une macrocéphalie relative et un front bombant ainsi que
quelques particularités morphologiques chez un nouveau-né¢ PAG (Fig.6). Par la suite, les
enfants atteints de SRS présentent un retard de croissance postnatal nécessitant la plupart du
temps un traitement par hormone de croissance recombinante (GHr), une puberté survenant
souvent tot et d’évolution rapide ainsi que des troubles métaboliques.

La définition du SRS est clinique (Wakeling et al., 2017). Le diagnostic de SRS est considéré
si le patient présente au moins quatre des six critéres du score de Netchine-Harbison, ce qui
meéne a une analyse moléculaire (Tableau 2). En I’absence de cause moléculaire identifiée, et
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apres exclusion des diagnostics différentiels, le diagnostic de SRS est posé si le patient présente

au moins quatre des six criteres incluant le front bombant et la macrocéphalie relative.

Figure 6 : Photographies d’un patient présentant un syndrome de Silver-Russell.
1A, de face, visage triangulaire, micrognathie. 1B, de profil, front bombant. (Marsaud et al.,

2015).

Nouveau-né PAG

Poids de naissance et/ou taille de naissance <—2 DS pour 1’age

gestationnel

Retard de croissance

postnatal

Taille a 24 = 1 mois <—2 DS ou plus de 2 DS sous la taille cible

Macrocéphalie relative

a la naissance

Périmetre cranien a la naissance > 1.5 DS par rapport au DS de poids

et/ou taille de naissance

Front bombant

De profil, projection du front en avant du plan facial, entre 1 et 3 ans

Asymétrie corporelle

Asymétrie de longueur des membres inférieurs >0.5 cm ou asymétrie
de longueur des membres supérieurs ou asymétrie de longueur des
membres inférieurs <0.5 cm avec au moins une asymétrie de deux

autres parties du corps

Difficultés alimentaires

et/ou IMC bas

IMC <2 DS a 14 mois ou nécessité de nutrition artificielle sur sonde

ou stimulation de I’appétit par cyproheptadine

Tableau 2 : Score clinique de Netchine-Harbison. PAG : Petit poids pour 1’age gestationnel.
DS : Déviation standard. IMC : Indice de masse corporelle.
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L’anomalie moléculaire la plus fréquemment identifiée dans le SRS est une perte de

méthylation de I’'ICR H19/IGF2:1G-DMR de la région 11p15 (Netchine et al., 2007).

I1.3.2. Région soumise a empreinte parentale 11p15

La région soumise a empreinte parentale humaine 11p15 (Fig.7) contient deux domaines. La
région murine homologue est située sur le bras court du chromosome 7. Le domaine
télomérique comprend le centre d’empreinte H7/9/IGF2:1G-DMR (ICR1) méthylé sur ’allele
paternel, qui controle I’expression d’/GF2 a partir de 1’all¢le paternel et du IncARN H19 a partir
de TI’allele maternel. Le domaine centromérique comprend le centre d’empreinte
KCNQIOTI:TSS-DMR (ICR2), méthylé sur I’allele maternel, qui contrdle I’expression des
genes CDKNIC, KCNQI (potassium voltage-gated channel subfamily Q member 1) et

KCNQIOTI (KCNQI opposite strand/antisense transcript 1).

CDKN1C KCNQ1 H19
— H == 7 f mat
ICR2 ICR1
—H W

KCNQ10T1 IGF2

Figure 7 : Région soumise a empreinte parentale 11p15. En situation physiologique, le centre
d’empreinte H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) est méthylé uniquement sur [’all¢le paternel,
permettant I’expression d’/GF2 a partir de I’alléle paternel et du IncARN H/79 a partir de 1’all¢le
maternel. Le centre d’empreinte KCNQIOT1:TSS-DMR (ICR2) est méthylé uniquement sur
’allele maternel, induisant I’expression de CDKNIC et KCNQI a partir de 1’alleéle maternel, et
de KCNQI1OTI a partir de 1’all¢le paternel.
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I1.3.2.1. Domaine télomérique IGF2/H19

11.3.2.1.1. Centre d’empreinte parental H19/IGF2:1G-DMR

L’expression mono-allélique des geénes H19 et IGF2 est sous le contrdle du centre d’empreinte
parental H19/IGF2:1G-DMR, situé environ 2kb en 5’ du géne H19. Ce centre d’empreinte est
méthylé uniquement sur 1’all¢le paternel. Le centre d’empreinte H19/IGF2:1G-DMR comporte
des sites de fixation de ZFP57 indispensable au maintien de la méthylation (Quenneville et al.,
2011) (cf 1.3), des sites de fixation de CTCF (Bell et al., 1999) (cf1.2.4) et des sites de fixation
des cofacteurs de CTCF, que sont OCT4 et SOX2 qui protégent I’allele maternel de la

méthylation (Abi Habib et al., 2014; Demars et al., 2010; Poole et al., 2012).

11.3.2.1.2. IGF-II et systeme des IGFs

Le gene IGF2 (Insulin-like growth factor 2) est un des acteurs majeurs du contréle de la
croissance feetale chez I’humain (Begemann et al., 2015; Gicquel et al., 2005) et chez la souris
(DeChiara et al., 1990, 1991). Pendant la vie feetale chez ’humain, /GF2 est soumis a empreinte
parentale et est exprimé uniquement a partir de 1’allele paternel de la région 11pl15 de fagon
quasi ubiquitaire (Giannoukakis et al., 1993), a I’exception du cerveau ou /GF2 a une
expression biallélique (Pham et al., 1998). En période post-natale chez I’humain, I’expression
d’IGF?2 est maintenue (Sussenbach et al., 1993) et le foie est responsable de la majorité de sa
production sous la dépendance du promoteur P1 qui n’est pas soumis a empreinte parentale (Vu
and Hoffman, 1994). Durant la vie feetale chez la souris, /gf2 est soumis a empreinte parentale
de maniere quasi ubiquitaire (DeChiara et al., 1991) a I’exception du systéme nerveux central
ou /gf2 a une expression biallélique dans les leptoméninges et dans les plexus choroides
(DeChiaraetal., 1991; Hu et al., 1995; Pham et al., 1998) et est exprimé a partir du chromosome
7 murin (Lee et al., 1990). A la différence de I’humain, I’expression d’/gf2 chez la souris décline
rapidement en période postnatal (Rotwein, 2018).
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La protéine IGF-II est composée de 67 acides aminés tres conservés au cours de 1I’évolution. Le
gene /IGF2 se compose de 10 exons et est beaucoup plus complexe chez I’humain que chez la
souris (Rotwein, 2018). Chez I’humain, les cinq promoteurs (PO a P4) gouvernent la production
de six transcrits différents d’/GF2 (Holthuizen et al., 1990; Ikejiri et al., 1991; de Pagter-
Holthuizen et al., 1987). Le promoteur PO est actif in utero dans de nombreux tissus chez
I’humain (Monk et al., 2006) et le promoteur P1 n’est actif que pendant la période postnatale et
n’est pas soumis a empreinte parentale (Vu and Hoffman, 1994). Chez la souris, 1’expression
d’Igf2 est régulée par quatre promoteurs (PO a P3) (Rotwein and Hall, 1990). Le promoteur PO
murin n’est actif in utero que dans le placenta et est un acteur majeur du controle de la

croissance feetale et placentaire murine (Constancia et al., 2002).

IGF-II fait partie du systtme des IGFs (Insulin-like Growth Factor) qui possede un rdle
primordial dans la croissance foetale et placentaire. Le systeme des IGFs comprend les deux
facteurs de croissance IGF-I et IGF-II qui présentent une grande homologie entre eux et avec
I’insuline, ainsi que des récepteurs communs (IGF-1R, IGF-2R et le récepteur de 1’insuline)
(Daughaday and Rotwein, 1989; Salmon and Daughaday, 1957; Sussenbach et al., 1992).

Contrairement a /GF2, IGFI n’est pas soumis a empreinte parentale.

Le role du systéme des Igfs dans la croissance feetale a été¢ montré des le début des années 90
par des modeles d’invalidation de genes chez la souris. L’invalidation des deux all¢les des genes
Igf1 ou Igf2 chez la souris induit une restriction de croissance foetale (Fig.8) (Baker et al., 1993).
L’inactivation des deux alleles du géne Igf/R entraine une restriction de croissance foetale
encore plus sévere due a la perte d’action des facteurs de croissance Igf-1 et Igf-II ; tandis que
I’invalidation des deux alléles du géne /gf2R donne une croissance excessive secondaire a

I’augmentation de la biodisponibilité¢ d’Igf-II (De Chiara 1990 et 1991) (Fig.8). Igf2R est
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soumis a empreinte parentale chez la souris (Barlow et al., 1991) contrairement au géne humain
IGF2R qui n’est pas soumis a empreinte parentale (Kalscheuer et al., 1993). Le role du systéme
des IGFs dans la croissance feetale a été confirmé chez ’humain dés la fin des années 90 avec
la mise en évidence de la premicre anomalie du systtme des IGFs (délétion homozygote
d’IGF1) chez un patient avec RCIU sévere (Woods et al., 1996). Le role d’IGF-II dans la
croissance feetale chez ’humain a été treés fortement suspecté dans les années 2000 avec la mise
en évidence d’une anomalie épigénétique de la région 11pl5 responsable d’une diminution
d’expression d’/GF2 pendant la vie feetale chez un patient avec RCIU sévere (Gicquel et al.,
2005) puis confirmé dix ans plus tard en 2015 avec la découverte de la premiere mutation
d’IGF?2 chez des patients présentant un syndrome de Silver-Russell (Begemann et al., 2015) (cf

paragraphe IIL.5).
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Figure 8 : Poids relatif a la naissance des modeles murins d’invalidation des différents genes
du systeme des IGFs (en % par rapport aux souris sauvages (WT)) (Baker et al., 1993; Gicquel
and Le Bouc, 2006; Liu et al., 1993). p : paternel, m : maternel.
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IGF1 et IGF2 sont exprimés par le placenta et I’embryon dés le premier trimestre de gestation
chez I’humain, avec une prédominance pour /GF?2 a tous les ages gestationnels (Han et al.,
1996). Pendant les deux premiers trimestres de gestation, IGF-I et IGF-II circulent
majoritairement sous forme libre dans le sang feetal (Lewitt et al., 1995). La demi-vie
plasmatique d’IGF-I et d’IGF-II libres est faible et leur liaison avec les IGFBPs (protéines de
liaison des IGFs) et I’ALS (acide labil subunit) sous forme de complexe binaire ou ternaire leur
confére une stabilit¢ augmentant ainsi leur demi-vie de quelques minutes a une trentaine
d’heures (Le Roith, 2003). Les IGFBPs sont exprimées des le premier trimestre de gestation
par le placenta ce qui module la biodisponibilité¢ des IGFs produites par le placenta pour le
feetus (Gibson et al., 2001; Han et al., 1996). La métalloprotéinase PAPP-A2 (pregnancy-
associated plasma protein-A 2) libére les IGFs en clivant la liaison IGFBP-IGFs (Yan et al.,
2010). Le role de PAPP-A2 dans la croissance foetale a été confirmée par la mise en évidence
de mutations de PAPP-A2 chez des patients avec des retards de croissance, parfois a début
anténatal (Dauber et al., 2016).

IGF-I et IGF-II agissent en se fixant sur le récepteur IGF-1R de la famille des tyrosines kinases
exprim¢ par de nombreux tissus dans l’organisme et qui présente une grande analogie
structurelle et fonctionnelle avec le récepteur de I'insuline (Nissley et al., 1985). IGF-II peut
¢galement se fixer sur 1’isotype A du récepteur de I’insuline (IR). En revanche, seuls I’'IGF-I et
I’IGF-II libres peuvent se fixer aux différents récepteurs. L’affinité du récepteur IGF-1R pour
I’IGF-I est supérieure a celle d’IGF-II et 50 fois plus élevée que pour I’insuline (Slaaby et al.,
2006; Tian et al., 2019). IGF-1R comprend deux sous unités. La sous-unit¢ alpha est
extracellulaire et posséde deux sites de liaison au ligand. La sous-unit¢ béta est
transmembranaire (Steele-Perkins et al., 1988; Werner et al., 1989). Le récepteur est organisé
en hétéro-tétramere avec deux sous unités alpha et deux sous unités béta reliées par des ponts

disulfure (Abbott et al., 1992). La fixation du ligand a la sous-unité alpha induit des
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modifications conformationnelles de la sous-unité béta qui permettent une autophosphorylation
du récepteur au niveau de ses domaines tyrosine-kinase intracellulaires, a 1’origine de cascades
de phosphorylation de plusieurs voies de signalisation (Hanks et al., 1988). Les IRSs (insulin
receptor substrate) sont des protéines qui reconnaissent les résidus tyrosines phosphorylés de
IGF-1R et dont I’ancrage a IGF-1R va leur permettre d’étre a leur tour phosphorylés. La
phosphorylation d’IRS1 ou 2 par IGF-1R permet 1’activation des voies de signalisation
mitogen-activated protein kinase (MAPK) et phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) impliquées
dans la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire (Saltiel and Kahn, 2001).

Le récepteur IGF-2R qui lie IGF-II et le mannose-6-phosphate (MacDonald et al., 1988) est un
récepteur de clairance d’IGF-II.

Pendant la vie feetale, la sécrétion d’IGF-I et d’IGF-II n’est pas régulée par I’axe somatotrope

(Kopchick and Andry, 2000).

11.3.2.1.3. H19

H19 fut le premier géne humain pour lequel a été apporté la preuve d’une expression mono-
allélique (Zhang and Tycko, 1992) et le premier IncARN identifi¢ (Brannan et al., 1990). Le
gene H19 est exprimé a partir de I’allele maternel du domaine télomérique de la région 11p15
chez I’humain (Bartolomei et al., 1991) et a partir de I’allele maternel du chromosome 7 chez
la souris. Pendant I’embryogenese, H19 est exprimé chez la souris et chez I’humain par les
cellules dérivées du mésoderme a I’exception des cellules hématopoiétiques et par les cellules
dérivées de I’endoderme (Lustig et al., 1994; Pachnis et al., 1984). Chez 1’humain et la souris,
H19 n’est pas exprimé par les dérivés neurectodermiques. Le profil d’expression d’H19 est tres
proche de celui d’Igf2/IGF?2 chez la souris et chez I’humain (DeChiara et al., 1991; Lustig et
al., 1994). En période postnatale, 1I’expression d’H/9 dans les modeles murins est beaucoup

plus restreinte qu’en période prénatale et n’est retrouvée a 1’age adulte que dans le cceur et le
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muscle squelettique (Pachnis et al., 1984). Le géne HI/9 code pour le IncARN H19 et pour
plusieurs autres ARNs non codants (miR-675, IncARN anti-sens de H19 appelé 91H, IncARN
PIHit) (Berteaux et al., 2008; Cai and Cullen, 2007; Court et al., 2011; Onyango and Feinberg,
2011). Des modeles murins de délétion d’H79 ont mis en évidence le role d’H79 dans la
croissance foetale (Eggenschwiler et al., 1997; Leighton et al., 1995; Pfeifer et al., 1996;
Ripoche et al., 1997). Les souris avec dé¢létion de 1’allele maternel d’H/9 ont un poids de
naissance plus élevé que les souris non mutées et présentent une expression biallélique d’/gf2
(Eggenschwiler et al., 1997; Pfeifer et al., 1996; Ripoche et al., 1997). La surexpression d’/gf2
en cas de délétion d’H19 est en partie causée par une régulation en cis de I’expression d’/gf2
(Ripoche et al., 1997). L’absence d’expression d’H/9 dans les modeles murins est ¢galement
responsable d’une perte de régulation en trans du réseau de geénes soumis a empreinte parentale
puisqu’elle aboutit a la surexpression d’au moins six génes soumis a empreinte dont certains
sont exprimés a partir de régions distantes du génome (Igf2, DIkl, Gnas, Cdknlc, Igf2r, Rtl1)

(Gabory et al., 2009).

11.3.2.2. Domaine centromérique CDKNI1C/KCNQ10T1

Le domaine centromérique de la région 11pl5 comprend de nombreux geénes soumis a
empreinte, certains de facon ubiquitaire, d’autres soumis a empreinte uniquement dans le
placenta (Lee et al., 1997; Matsuoka et al., 1996). La plupart des génes du domaine, dont
CDKNIC, sont exprimés a partir de 1’allele maternel (Matsuoka et al., 1996). La protéine
CDKNIC interagit avec les cyclines de la phase G1 du cycle cellulaire en contrélant
négativement la transition des cellules de la phase G1 a la phase S de synthése de ’ADN et la
préparation a I’entrée en mitose (Brioude et al., 2013). Des mutations perte de fonction ou gain
de fonction de CDKNIC sont associées a des syndromes avec retard de croissance ou croissance
excessive, respectivement (Arboleda et al., 2012; Brioude et al., 2013, 2015; Lee, 2012). Le

gene KCNQI code pour un canal potassique voltage dépendant et est exprimé a partir de I’all¢le
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maternel de facon ubiquitaire, en dehors du cceur, ou son expression peut étre parfois biallélique
(Lee et al., 1997). Le IncARN KCNQI1OTI exerce une action répressive sur les autres geénes du
domaine (Mohammad et al., 2008). Le promoteur de KCNQIOT]I correspond a I’'ICR de la
région centromérique, appelé KCNQIOTI TSS DMR (ou ICR2). Ce centre d’empreinte est
méthylé uniquement sur [’allele maternel entrainant une expression mono-allélique de
KCNQIOTI a partir de D’allele paternel. La délétion paternelle du centre d’empreinte
KCNQIOTI TSS DMR chez la souris et chez I’humain entraine une expression biallélique des

genes du domaine (Fitzpatrick et al., 2002; Horike et al., 2000).

I1.3.3. Anomalies moléculaires a I’origine du syndrome de Silver-Russell

Des anomalies moléculaires touchant des régions chromosomiques différentes peuvent étre a
I’origine du SRS. Les principales anomalies moléculaires identifiées dans le SRS sont des
modifications ¢épigénétiques de la région 11pl5 avec perte de méthylation de I'ICR
HI19/IGF2:1G-DMR présentes dans 30 a 60% des cas (Gicquel et al., 2005) (Fig.9) et une
disomie uniparentale maternelle du chromosome 7 identifiée chez 5 a 7% des patients (Kotzot
et al., 1995; Netchine et al., 2007). Les anomalies de méthylation de la région 11pl5 sont
souvent présentes en mosaique, justifiant d’étudier la méthylation dans différents tissus en cas
de niveau de méthylation normal dans les leucocytes (Azzi et al., 2014; Mackay and Temple,
2017; Wakeling et al., 2017). D’autres causes moléculaires plus rares ont également été
identifiées. Des mutations perte de fonction au sein de la copie paternelle d’/GF2 ou gain de
fonction au sein de la copie maternelle de CDKNIC ont été identifiées chez des patients SRS
(Begemann et al., 2015; Brioude et al., 2015). Récemment ont été identifiées des mutations des
genes PLAGI (pleomorphic adenoma gene 1) et HMGA2 (high mobility group at-hook 2) chez
des patients SRS, affectant la voie HMGA2-PLAGI-IGF2 (Abi Habib et al., 2018; De

Crescenzo et al., 2015). HMGAZ2 est un facteur de transcription se fixant sur le promoteur de
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PLAGI. PLAGI est un trans-activateur du promoteur P3 d’/GF2. Ainsi, une mutation perte de
fonction de HMGA2 ou PLAGI entraine une diminution de 1’expression de I’isoforme d’/GF2
sous la dépendance du promoteur P3, expliquant le phénotype SRS. PLAGI n’ayant pas
d’action sur le promoteur P1 d’/GF2 responsable de la production hépatique d’IGF-II, les
patients SRS avec mutations de PLAGI ou HMGAZ2 ont des niveaux d’expression sérique
d’/GF2 normaux en période post-natale (Abi Habib et al., 2018). A I’heure actuelle, environ

40% des patients SRS restent sans anomalie moléculaire identifiée (Giabicani et al., 2016).
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Figure 9 : Mutations et anomalies épigénétiques de la région 11p15 associ€es au syndrome de
Silver-Russell. La perte de méthylation du centre d’empreinte H19/IGF2:1G-DMR sur I’all¢le
paternel est associée a une perte de 1I’expression paternelle d’/GF2 et a un gain d’expression
d’H19. La duplication maternelle de la région 11p15 ou du domaine centromérique ou les
mutations gain de fonction de CDKNIC sont associées a un gain d’expression de CDKNIC et
a un arrét du cycle cellulaire a la phase G1. Les mutations perte de fonction de 1’all¢le paternel
d’IGF?2 sont associées a une diminution ou une perte d’expression d’/GF2. D’apres Wakeling
etal., 2017.
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Des ¢études de conformation chromatinienne 3C chez des patients SRS avec perte de
méthylation au centre d’empreinte H/9/IGF2:1G-DMR ont montré des modifications majeures
dans les interactions au sein du TAD de la région /GF2/HI19 (Fig.10). Chez ces patients, il
existe une diminution des interactions entre /GF2 et ses activateurs de transcription

(« enhancer ») qui induit une diminution d’expression d’/GF2 (Rovina et al., 2020).
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Figure 10 : Représentation schématique des modifications au sein du TAD du centre
d’empreinte /IGF2/H19:1G-DMR (ICR1) en cas de perte de méthylation chez des patients avec
un SRS. Les triangles rouges représentent les interactions entre les différents ¢léments de la
région /IGF2/HI19. Les ronds verts représentent les interactions inchangées entre les patients
SRS et les témoins. En jaune, les nouvelles interactions formées chez les patients SRS. En gris
clair, les interactions perdues chez les patients SRS. En cercle noir, les interactions dont
I’intensité diminue chez les patients SRS. D’apres Rovina et al., 2020.
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I1.4. Syndrome de Temple

I1.4.1. Manifestations cliniques du syndrome de Temple

Le syndrome de Temple (TS) associe un RCIU et un retard de croissance postnatal avec une
petite taille a I’age adulte, une hypotonie néonatale, un retard de développement moteur, des
difficultés alimentaires néonatales et dans les premiéres années de vie, une puberté et une
obésité précoces (Temple et al.,, 1991). Les patients avec un TS présentent quelques
caractéristiques morphologiques non spécifiques comme un grand front, une large ensellure
nasale, une clinodactylie et une acromicrie (Ioannides et al., 2014; Temple etal., 1991) (Fig.11).

Les anomalies moléculaires rencontrées dans le syndrome de Temple concernent la région

chromosomique 14q32 (Temple et al., 1991).

Figure 11 : Photographies de patients présentant un syndrome de Temple (Lande et al., 2018).
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I1.4.2. Région soumise a empreinte parentale 1432

La région chromosomique humaine 14q32 (Fig.12) s’étend sur environ 1 Mb. Sa région
homologue chez la souris est située sur la région 12qF1 et s’étend sur 1.3 Mb (Howard and
Charalambous, 2015a). Cette région soumise a empreinte parentale comprend trois genes
(DLK1, DIO3, RTLI) codant pour des protéines exprimés a partir de I’alléle paternel, des ARN
non codants exprimés a partir de 1’alléle maternel (GTL2/MEG3, MEGS, RTL1as), un cluster
de miARNsS, ainsi que des snoARNs exprimés également a partir de 1’allele maternel (Howard

and Charalambous, 2015a; da Rocha et al., 2008).

MEG3 MEG8 snoRNAs miRNAs

DMR primaire DMR secondaire

DMR secondaire 1G-DMR MEG3prom DMR secondaire
i = g0 —/Em- -
DLK1 RTL1 DIO3
T méthylation — DMR

Figure 12 : Région soumise a empreinte parentale 14q32. En rouge les génes exprimés a partir
de I’alleéle maternel. En bleu les génes exprimés a partir de 1’allele paternel. En vert le centre
d’empreinte MEG3/DLKI1:1G-DMR, méthylé¢ uniquement sur 1’alléle paternel et les DMR
secondaires.

11.4.2.1. Régions différentiellement méthylées

Il existe au sein de la région humaine 14932 quatre régions différentiellement méthylées. La
DMR intergénique (MEG3/DLK1:1G-DMR) située environ 15kb en amont du promoteur de
MEGS3 est la DMR primaire ou centre d’empreinte, méthylée uniquement sur I’all¢le paternel
comme le centre d’empreinte /IGF2/HI19:1G-DMR de la région 11pl15 (Takada et al., 2002).
MEG3/DLKI:1G-DMR acquiere sa méthylation différentielle au cours du développement

implantatoire et controle I’expression des genes de la région 14932 (Takada et al., 2002). Des
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expériences de délétions ciblées chez la souris de Meg3/Dlkl:1G-DMR montrent que si la
délétion est héritée de la mere, 1’expression des ARNs non codants de la région est inhibée et
la transcription des génes codants pour les protéines DLKI, DIO3, RTLI sur I’all¢le maternel
est réactivée (Lin et al., 2003). I1 existe deux autres DMR méthylées sur I’all¢le paternel au sein
de larégion 14q32 : une DMR intragénique au sein de DLK et le promoteur de MEG3 (MEG3-
DMR) qui est également différentiellement méthylé. La troisiéme DMR secondaire de la région
14932 est méthylée sur ’allele maternel et se situe au sein du cluster RIAN-C/D snoARNs
(Takada et al., 2002). Les trois DMR secondaires acquierent par définition leur méthylation
différentielle aprés I’implantation. La méthylation différentielle de la DMR secondaire du
promoteur de MEGS3 est dirigée par le centre d’empreinte IG-DMR. Dans le modele murin de
délétion maternelle du centre d’empreinte IG-DMR, le promoteur de Meg3 perd sa méthylation.
Des expériences de modifications géniques au sein du locus DI/kl/Meg3 (insertion de cassette
LacZ entre I’IG-DMR et Meg3-DMR ou délétion de Meg3-DMR) chez la souris ont montré
que la perte de méthylation de Meg3-DMR sur I’alléle paternel sans modification de 1’état de
méthylation de I’'lG-DMR conduit a une réactivation de 1I’expression en cis des ARN non
codants et a une diminution de I’expression des geénes codants pour les protéines DLK1, DIO3,
RTLI (Schuster-Gossler et al., 1996, 1998; Sekita et al., 2006; Steshina et al., 2006; Takahashi

et al., 2009).

11.4.2.2. Génes codant pour des protéines (DLK1, DIO3, RTLI)

Chez I’humain, les trois genes DLKI (Kobayashi et al., 2000), D/IO3 (Hernandez et al., 2006))
et RTLI (Sekita et al., 2008) sont exprimés a partir de 1’alléle paternel de la région 14q32. Le
chapitre I1I est dédié¢ au gene DLK]. Le gene Rtll est exprimé de fagon quasi ubiquitaire dans
le placenta et I’embryon murin (Sekita et al., 2008). Son expression persiste dans le cerveau en

période postnatale (Brandt et al., 2005; Howard and Charalambous, 2015b). L’invalidation

48



paternelle de Rt/ dans les modeles murins conduit a une restriction de croissance fcetale, une
diminution de taille du placenta et un retard de croissance postnatal (Sekita et al., 2008). DIO3
code pour I'enzyme iodothyronine déiodinase de type 3 qui agit comme régulateur négatif en
convertissant la tyroxine et la triiodothyronine biologiquement active en T3 inverse et en T2
biologiquement inactives (Bianco, 2011). Les modeles murins d’invalidation paternelle de Dio3
présentent une restriction de croissance foetale avec une mortalité périnatale élevée (Hernandez

et al., 20006).

11.4.2.3. ARNSs non codants

Plusieurs IncARNSs sont exprimés a partir de 1’alléle maternel de la région 14q32 (MEG3/Meg3
également appelé Gt/2, MEGS et son homologue murin Rian et enfin RTL Ias chez I’humain et
la souris) (Tierling et al., 2006). Dans les mod¢les murins, Meg3/Gt/2 est exprimé de manicre
ubiquitaire par I’embryon et le placenta (Schuster-Gossler et al., 1996). En période post-natale,
son expression persiste de maniére importante dans le systéme nerveux central (Schmidt et al.,
2000). La perte de fonction de G#/2 a été associée au processus de tumorigenese mais sa
fonction exacte n'a pas été établie a I’heure actuelle (Benetatos et al., 2011). Rian code pour des
snoARNs capables d’entrainer des modifications post-transcriptionnelles en stabilisant les
ARNSs (Cavaillé et al., 2002). Il n’existe pas a ce jour de modele murin d’invalidation de Rian.
Chez I’humain, le transcrit court de Rian correspond au IncARN MEGS dont la fonction n’est
pas définie. Rtllas, antisens du géne Rtll, code pour des miARNs dont le rdle est de réguler
négativement Rtllet DIkl en trans. MIRG code pour un des plus grands domaines de miARNs
avec plus de 63 miARNSs identifiés chez ’humain (Benetatos et al., 2013). Les souriceaux issus
de modéles murins d’invalidation maternelle de Mirg ne présentent pas de restriction de

croissance feetale mais présentent une mortalité néonatale ¢élevée du fait de difficultés
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alimentaires majeures et de troubles métaboliques avec principalement des hypoglycémies

(Labialle et al., 2014).

11.4.2.4. Interactions au sein des TADs

Au niveau de la région Dlkl-Dio3, CTCEF se fixe sur le promoteur de Meg3 sur 1’all¢le maternel
non méthylé (Rosa et al., 2005). La fixation de CTCF sur ’allele maternel forme des ponts
entre des ¢léments a distance (Lleres et al., 2019). La modification de [D’architecture
chromatinienne résultant de la fixation de CTCF sur 1’alléle maternel permet a Meg3 de
réprimer la transcription de DIkl (Lleres et al., 2021; Noordermeer and Feil, 2020). Comme au
niveau du locus Igf2/H19, des études de conformation chromatinienne 3C et 4C ont montré que
les interactions au sein de la région DIkI-Dio3 sont organisées en sous-TADs (Lleres et al.,
2019). Les sous-TADs de la région DIlkiI-Dio3 sont différents selon 1’origine parentale de
I’allele. Le TAD de I’all¢le paternel de la région DIkI-Dio3 est composé de deux sous-TADs :
le sous TAD begain et le sous TAD DIki-Dio3. La fixation de CTCF sur 1’all¢le maternel du
promoteur de Meg3 divise la région Dlkl-Dio3 en deux sous-TADs différents : DlkI-Meg3 et

Mirg-Dio3 (Fig.13).
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Figure 13 : Représentation schématique de 1I’organisation en sous-TADs de la région DIkI-Dio3
en fonction de I’allele parental. Banniéres noires : sites de fixation de CTCF. Triangles rouges :
genes exprimés a partir de I’allele maternel, triangles bleus : génes exprimés a partir de ’all¢le
paternel. D’apres Lleres et al., 2019.

I1.4.3. Anomalies moléculaires a I’origine du syndrome de Temple

La disomie uniparentale maternelle du chromosome 14 et les épimutations avec perte de
méthylation du centre d’empreinte de la région du chromosome 14 sont les causes moléculaires
les plus fréquentes du TS (Geoffron et al., 2018; Ioannides et al., 2014; Temple et al., 1991).
Ces deux anomalies moléculaires sont responsables d’une perte d’expression des genes DLK,
DIO3 et RTLI normalement exprimés par 1’alléle paternel et d’un gain d’expression des ARN
non codants exprimés a partir de I’allele maternel (Ioannides et al., 2014; Temple et al., 1991).
Des délétions paternelles de la région 14q32 ont ét¢ identifiées plus rarement chez des patients
avec un TS (<10% des cas) (Ioannides et al., 2014; Kagami et al., 2017). Aucune mutation

génique de la région 14932 n’a été identifiée chez des patients avec TS. En revanche, les
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modeles murins avec invalidation de D/kI (Moon et al., 2002) ou de R#/I (Sekita et al., 2008)

présentent un phénotype proche de celui du TS (cf 111.4).

IL.5. Chevauchement clinique et moléculaire des patients présentant un syndrome de
Silver-Russell et de Temple

Bien que les anomalies moléculaires a I’origine du SRS et du TS concernent deux régions
chromosomiques différentes, il existe un chevauchement clinique entre ces syndromes
(Geoffron et al., 2018). En effet, 76% des patients avec un TS présentent un score de Netchine-
Harbison >4/6 et répondent donc a la définition clinique du SRS (Geoffron et al., 2018). Par
ailleurs, les manifestations cliniques classiquement rapportées dans le TS, comme I’hypotonie
néonatale, I’acromicrie, la clinodactylie, la puberté précoce et I’obésité, peuvent également étre
présentes chez des patients présentant un SRS avec anomalies €pigénétiques de la région 11p15
sans atteinte d’autre région soumise a empreinte parentale (Wakeling et al., 2017).

Il existe également un chevauchement moléculaire entre les patients avec un SRS et avec un
TS méme en I’absence d’atteinte multiloci puisque les patients avec perte de méthylation de
I’ICR de la région 14q32 sans anomalie de méthylation de la région 11p15 présentent une
diminution d’expression d’/GF2 dans les fibroblastes, comme les patients SRS (Abi Habib et
al., 2019). Par ailleurs, les patients avec un SRS présentent, comme les patients avec un TS,
une surexpression dans les fibroblastes de certains ARNs non codants exprimés a partir de
’allele maternel de la région 14q32 (MEGS et certains miARNs) alors qu’ils ne présentent pas
d’anomalie de méthylation de I’ICR de la région 14q32 (Fig.14). Enfin, des analyses in vitro
de surexpression ou d’inactivation dans des fibroblastes de MEG3 et MEGS exprimés a partir
de la région 14q32 sont associées a des modifications du niveau d’expression d’/GF?2 (Fig.15)

(Abi Habib et al., 2019).
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Figure 14 : Etude des niveaux d’expression d’JGF2 et de MEGS dans les fibroblastes de témoins
et de patients avec un SRS et un TS par PCR quantitative. Il existe une diminution de
I’expression d’/GF2 et une augmentation du niveau d’expression de MEGS dans les fibroblastes
de patients avec un SRS et dans les fibroblastes de patients avec un TS (TS14) par rapport a

des sujets contrdles sains. D’apreés Abi Habib et al., 2019.
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Figure 15 : Etude des niveaux d’expression d’/GF2 dans des fibroblastes par PCR quantitative
apres surexpression transitoire de MEG3 et/ou MEGS dans des fibroblastes sains (a) ou apres
blocage de I’expression de MEG3 et MEGS dans des fibroblastes sains par des ARNs
interférents. a. La surexpression concomitante de MEG3 et MEGS entraine une diminution
d’expression d’/GF2. b. La diminution d’expression de MEG3 et/ou MEGS entraine une
augmentation d’expression d’/GF2. Pc : surexpression transitoire par transfection d’un vecteur
contenant MEG3 ou MEGS. Si : petit ARN interférent. D’aprés Abi Habib et al., 2019
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III. ROLE DE DLK1 DANS LA CROISSANCE F(ETALE

III.1. Geéne et protéine DLK1

Le géne DLKI (Delta Like Non-Canonical Notch Ligand 1) est exprimé a partir de I’all¢le
paternel du chromosome 14q32 chez I’humain (Gubina et al., 1999; Kobayashi et al., 2000;
Schmidt et al., 2000). Le géne DLKI code pour une protéine transmembranaire possédant six
motifs EGF-like dans son domaine extracellulaire (Smas and Sul, 1993), un site de clivage par
I’enzyme TACE/ADAMI17 juxta-membranaire, un domaine transmembranaire et un court
domaine intracytoplasmique (Wang et al., 2006) (Fig.16). A 1’issu d’un épissage alternatif sont
obtenus chez I’humain deux isoformes : une possédant le site de clivage par ’enzyme TACE
permettant de générer apres clivage protéolytique une forme soluble de DLK1, et une isoforme
membranaire ne possédant pas le site de clivage protéolytique (Mei et al., 2002; Smas et al.,
1997). Chez la souris, DIkl est exprimé a partir du chromosome 12 paternel dés E8.5 (Gubina
et al., 2000). Six isoformes de DIk1 ont ét¢ identifiées chez la souris, deux possédant le site de
clivage et quatre isoformes transmembranaires sans clivage possible (Jensen et al., 1994; Wang

et al., 20006).

Motifs EGF-like Motifs EGF-like

Site de clivage par I'enzyme TACE

Portion cytoplasmique

Membrane cellulaire

Figure 16 : Représentation schématique des formes transmembranaire et soluble de DLKI.
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IIL.2. Voies de signalisation

Bien que son mécanisme d’action soit mal connu, DLK1 semble étre impliquée dans plusieurs
voies de signalisation chez I’humain (Fig.17) (Traustadottir et al., 2019). Des données
contradictoires existent dans la littérature concernant 1’inhibition de la voie de signalisation
NOTCH exercée par DLK1 (Baladron et al., 2005). La voie NOTCH est une cascade de
signalisation conservée au cours de I’évolution. La liaison des ligands canoniques Delta et
Serrate du récepteur NOTCH entraine un clivage protéolytique du récepteur permettant la
libération du segment intra-cytoplasmique du récepteur. Ce fragment pénetre ensuite dans le
noyau pour exercer une régulation de la transcription des geénes cibles de la voie de signalisation
NOTCH (Fitza and Arias, 2007). La forme transmembranaire de DLK1 semble exercer une
cis-inhibition de la voie NOTCH par interaction entre les domaines EGF-/ike 5-6 de DLK1 et
les domaines EGF 10-15 du récepteur NOTCH-1, empéchant la fixation des ligands canoniques
Delta et Serrate sur le récepteur NOTCH-1 par compétition avec ces derniers et inhibant ainsi
la cascade de signalisation NOTCH (Fig.17B) (Baladrén et al., 2005; Traustadottir et al., 2016).
En revanche, la forme soluble de DLK1 semble pouvoir se fixer a la forme transmembranaire
de DLKI1 via les domaines EGF-like 4 et 5 (Fig.17A), modulant ainsi par compétition
I’inhibition exercée par DLK1 sur la voie NOTCH (Baladron et al., 2001; Traustadottir et al.,
2017). Les formes solubles et transmembranaires de DLK 1 exerceraient donc un effet inverse,
permettant une régulation du niveau d’inhibition de la voie NOTCH (Traustadottir et al., 2019).
DLKI1 agit également indépendamment de la voie de signalisation NOTCH. L’interaction entre
forme transmembranaire de DLK1 et le récepteur de FGF18 (Fibroblast Growth Factor
impliqué dans la différenciation des ostéoblastes) empéche la fixation de FGF18 a son récepteur
et ainsi inhibe la chondrogenése (Fig.17E) (Miyaoka et al., 2010). La forme soluble de DLK1
permet I’activation de la voie de signalisation MAPK (Mitogen-activated protein kinases)/ERK

(Extracellular signal-Regulated Kinases) qui augmente I’expression de SOX9, impliqué dans la
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chondrogenese et I’ostéogenese ainsi que dans la différenciation adipocytaire et inhibe la voie
de signalisation PI3K/AKT (Fig.17C) (Kim et al., 2007; Wang et al., 2010). Enfin, en liant
I’IGFBP-1, la forme transmembranaire de DLK 1 diminue la liaison d’IGF-I a IGFBP-1 et ainsi
augmente la fixation d’IGF-I a son récepteur IGF-1R (Fig.17D) (Nueda et al., 2008; Ruiz-

Hidalgo et al., 2002).
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Figure 17 : Représentation schématique des voies de signalisation de DLKI1. D’apres
Traustadottir et al., 2019.

II1.3. Expression spatio-temporelle de DLK]1

En période anténatale, DLKI est exprim¢ chez 1’humain par les cellules endothéliales du
placenta et par le trophoblaste (Fay et al., 1988; Floridon et al., 2000). L’embryon exprime
DLK1 de maniére ubiquitaire des la cinquiéme semaine d’aménorrhée (endoderme, mésoderme,
ectoderme) puis son expression diminue au cours de la vie foetale (Abdallah et al., 2004;
Floridon et al., 2000; Tornehave et al., 1993; Zwierzina et al., 2015). La forme soluble de DLK1
est présente chez I’humain dans le liquide amniotique a des concentrations tres élevées au
deuxiéme et troisiéme trimestre de gestation (Fay et al., 1988). Chez la souris, DIkl est
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également exprimé de manicre ubiquitaire en début de gestation puis son expression est
restreinte en fin de gestation a certains organes comme I’hypophyse, les surrénales, le pancréas
et le muscle squelettique (Yevtodiyenko and Schmidt, 2006). Dans le placenta murin, DIkl
n’est exprimé que par les cellules endothéliales (Yevtodiyenko and Schmidt, 2006). En période
postnatale, I’expression de DLK est restreinte chez la souris et chez I’humain a quelques types
cellulaires (cellules B du pancréas, cellules somatotropes de 1’hypophyse, adipocytes, glandes
surrénales, muscle squelettique...) (Larsen et al., 1996; Tornehave et al., 1989, 1993).
Contrairement aux cellules différenciées, la plupart des progéniteurs cellulaires présents chez
I’adulte humain expriment DLK (Floridon et al., 2000; da Rocha et al., 2008; Traustadottir et

al., 2019) (Fig.18).
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Figure 18 : Expression temporo-spatiale de DLK/ chez I’humain au cours de la gestation et en
période postnatale. Rectangles bleus: expression de DLKI démontrée dans un tissu donné a un
temps donné, en pointillé¢ expression supposée de DLKI. D’apres Traustadottir et al., 2019.
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II1.4. Modéles murins d’invalidation de DIkl

Les modeles murins d’invalidation de D/kI suggerent un role de DIkI dans la croissance foetale
et postnatale. L’invalidation homozygote de DIkl chez la souris entraine une mortalité
périnatale importante (Moon et al., 2002). Les souriceaux présentant une restriction de
croissance feetale avec des difficultés alimentaires néonatales, des anomalies squelettiques
costales et un retard de croissance postnatale (Moon et al., 2002). Les souris avec invalidation
de I’allele paternel de DIkl présentent également une restriction de croissance fcetale et un
retard de croissance postnatal, contrairement aux souris avec invalidation de I’all¢le maternel
de DIkl qui présentent une croissance normale (Moon et al., 2002). Le rattrapage pondéral
complet chez les souris DIkl-/- intervient entre 65 et 90 jours (Moon et al., 2002). A 16
semaines, le poids des souris DIkl -/- est similaire au poids des souris controles, mais leur
composition corporelle est différente, avec un exceés de masse grasse (Moon et al., 2002).
L’absence de DIkl chez ces souris favorise la différenciation adipocytaire et conduit a une
hypertrophie des adipocytes, a 1’origine de 1’augmentation de la masse grasse constatée chez
les souris DIkl -/- (Moon et al., 2002). Le poids des autres organes, en dehors de celui du foie,
est moindre chez les souris DIkl-/- (Moon et al.,, 2002). Ces souris développent une
hépatomégalie par accumulation de graisse intra-hépatique. A I’age adulte, elles présentent une
obésité¢ et des troubles métaboliques avec augmentation des concentrations sanguines de

triglycérides, de cholestérol et d’acides gras libres circulants (Moon et al., 2002).

III.S. Mutations de DLK]I identifiées en pathologie humaine

Des dé¢létions et des mutations de DLKI (p.Glyl99Alafs*11, p.Val271Cysfs*14, et
p-Prol60Leufs*50) ont été identifiées chez des patients présentant une puberté précoce non
syndromique, sans documentation concernant leurs biométries de naissance ou avec des

biométries de naissance normales (Dauber et al., 2017; Gomes et al., 2019; Montenegro et al.,
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2020). Les patients avec mutation de DLK présentent un syndrome métabolique a 1’age adulte
avec obésité, intolérance glucidique, diabete et dyslipidémie (Dauber et al., 2017; Gomes et al.,
2019; Montenegro et al., 2020). A I’heure actuelle, il n’a jamais ¢été identifi¢ de mutation de

DLK] chez des patients avec RCIU.

II1.6. Réles de DLK1

I11.6.1.Régulation de la différenciation cellulaire

DLK1 exerce un role de régulateur entre prolifération et différenciation cellulaire en maintenant
un grand nombre de progéniteurs cellulaires dans un stade indifférenci¢ (Appelbe et al., 2013;
Floridon et al., 2000; Li et al., 2005; Mortensen et al., 2012; Traustadottir et al., 2019). Le role
de DLKI1 a été tres étudi¢ dans le tissu adipeux, ce qui lui vaut son nom original PREF-1
(Preadipocyte factor 1). DLK] est fortement exprimé par les préadipocytes, qu’il maintient a
un stade indifférencié¢ (Smas and Sul, 1993). L expression de DLK1 est ensuite inhibée lors du
processus de différenciation des préadipocytes en adipocytes. Les deux formes de DLKI,
transmembranaire et soluble, pourraient jouer des roles opposés dans les processus de
différenciation cellulaire, la forme transmembranaire maintenant les cellules en phase de
prolifération a un stade indifférencié, tandis que la forme soluble favoriserait la différenciation
cellulaire (Appelbe et al., 2013; Garcés et al., 1999; Lee et al., 2003a; Shin et al., 2014). DLK1
joue également un role important dans le développement squelettique en maintenant les
chondrocytes en prolifération a un stade indifférenci¢ via la surexpression du facteur de

transcription SOX9 (Andersen et al., 2013; Howard and Charalambous, 2015a).

I11.6.2.Echanges foeto-placentaires et adaptation métabolique 2 la gestation
Les forts niveaux d’expression de DLK] par le placenta humain, et particulie¢rement par la

chambre inter-villeuse et par les cellules endothéliales des villosités choriales plaident pour un
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role important de DLK1 dans les échanges feeto-placentaires (Fay et al., 1988; Schrey et al.,
2015), sans que ce role ne soit bien défini a 1’heure actuelle. Par ailleurs, les niveaux
d’expression placentaire de DLKI sont plus faibles chez les nouveau-nés PAG
comparativement aux nouveau-nés eutrophes (Diaz et al., 2013). En cas d’invalidation de
I’allele paternel de DIkl chez la souris surviennent des modifications morphologiques du
placenta labyrinthique, avec une réduction de la taille du compartiment vasculaire (Appelbe et
al., 2013). Chez I’humain, I’expression placentaire de DLK est corrélée positivement au poids
de naissance des nouveau-nés, augmentée chez les nouveau-nés macrosomes (Kappil et al.,
2015) et diminuée chez les nouveau-nés PAG (MacDonald et al., 2020). Les concentrations de
DLKI1 circulant dans le sang chez 1’adulte sont quasiment indétectables, mais augmentent
significativement dans le sang maternel au cours de la gestation (Floridon et al., 2000). A I’aide
de mod¢les murins d’invalidation conditionnelle de D/k!, Cleaton et al. ont montré que la forme
soluble de DIkl circulant dans le sang maternel pendant la gestation est d’origine fcetale ou

trophoblastique (Cleaton et al., 2016; Petry et al., 2021).

Cleaton et al. et McDonald ef al. ont montré une corrélation positive entre le poids de naissance
des nouveau-nés et les concentrations sériques de DLK1 circulant chez la femme enceinte avec
une diminution significative des concentrations sériques de DLK1 respectivement a 36 SA
(semaines d’aménorrhée) et a 28 SA chez les meres donnant naissance a des nouveau-nés PAG
(Cleaton et al., 2016; MacDonald et al., 2020). Indépendamment du poids de naissance,
I’association entre les niveaux d’expression placentaire de DLKI et des signes d’insuffisance
placentaire vasculaire a été rapportée par plusieurs équipes (Cleaton et al., 2016; Schrey et al.,
2015). Les concentrations sériques de DLKI1 circulant chez les femmes enceintes sont
significativement plus basses en cas de prééclampsie, y compris apres ajustement sur le poids

de naissance et 1’age gestationnel (Schrey et al., 2015). Il existe également une diminution
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d’expression de DLK par les cellules endothéliales du placenta en cas de prééclampsie (Yu et

al., 2019).

La gestation chez [’humain et la souris est caractérisée par des modifications du métabolisme
énergétique maternel afin de maintenir un apport nutritionnel au feetus suffisant tout au long de
la gestation pour permettre son développement et sa croissance (Feldt-Rasmussen and
Mathiesen, 2011; Zeng et al., 2017). Les concentrations sériques ¢élevées de DIk1 circulant chez
les souris gestantes semblent jouer un role important dans 1’adaptation métabolique a la
gestation, en particulier lors du passage a un métabolisme catabolique en seconde partie de
gestation (Cleaton et al., 2016). A 1’aide de mod¢les murins d’invalidation de D/k1, Cleaton et
al. ont montré qu’en 1’absence de DIk1 circulant dans le sang maternel pendant la gestation, la
réponse métabolique de la meére a la grossesse est modifiée avec en particulier une réduction

des concentrations sanguines de HDL-cholestérol et de cétones (Cleaton et al., 2016).

I11.6.3.Régulation de la croissance

Les modéles murins d’invalidation de D/k/ sont en faveur d’un role de DIk1 dans la croissance
feetale et postnatale (Moon et al., 2002) (cf II1.4). Une des hypothéses pour expliquer I’effet de
DIkl sur la croissance postnatale est la modulation des niveaux de GH induite par DIkl
(Charalambous et al., 2014). En effet, I’invalidation de DI/k/ dans les mod¢les murins induit
une réduction de la sécrétion hypophysaire de GH (Ansell et al., 2007; Cheung et al., 2013). A
I’inverse, les souris sur-exprimant D/k[ présentent des concentrations sanguines ¢levées de GH
circulant (Ansell et al., 2007). Cependant la sécrétion d’Igf-I et d’Igf-II n’est pas régulée par
I’axe somatotrope pendant la vie feetale. La modulation des concentrations de GH induite par

DIk1 n’a donc pas ou peu d’impact sur la croissance fcetale.
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Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées a partir des données sur les modeles murins

concernant le mécanisme d’action de DLK1 dans la régulation de la croissance feetale :

Les souris avec délétion sélective de DIkl dans les cellules endothéliales placentaires
présentent une réduction de taille du placenta (Appelbe et al., 2013; Moon et al., 2002)
et une restriction de croissance feetale (Howard and Charalambous, 2015a; Moon et al.,
2002), ce qui peut expliquer, au moins en partie, son réle dans la croissance fcetale.
Comme évoqué précédemment, DIk1 circulant dans le sang des souris gestantes joue un
role important dans la régulation de I’adaptation métabolique de la mére a la gestation
(Cleaton et al., 2016) et peut expliquer également au moins en partie le role de DIk1
dans la croissance fcetale.

En fixant Igfbp-1, la forme transmembranaire de DIkl augmente par compétition la
forme libre de Igf-I et ainsi sa fixation sur son récepteur Igf-1R (Nueda et al., 2008),
favorisant la croissance foetale et placentaire.

Enfin, la régulation des processus d’adipogenése et de chondrogenese exercée par DIk1
(cf II1.6.1) participe directement a la régulation de la croissance feetale et postnatale

(Traustadoéttir et al., 2019).

Chez I’humain, DLKI est également exprimé par les cellules endothéliales du placenta

labyrinthique dés 5 SA, et est nécessaire au bon développement du placenta (Floridon et al.,

2000).
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IV.  OBJECTIFS DU TRAVAIL EXPERIMENTAL

L’¢état des connaissances actuelles concernant le gene DLKI soumis a empreinte parentale et
les modeles murins d’invalidation de D/kI sont en faveur d’un réle de ce geéne dans la croissance
feetale. Cependant, a I’heure actuelle, aucune mutation de DLK/ n’a été impliquée en pathologie
humaine chez des patients avec RCIU. L’objectif de ce travail expérimental était de caractériser
le r6le de DLK1 dans la croissance feetale par une approche translationnelle puis fondamentale.
L’approche translationnelle a fait 1’objet de deux travaux expérimentaux. Dans un premier
temps, nous nous sommes attachées a déterminer si les concentrations sériques de DLK1
circulant dans le sang maternel au deuxiéme trimestre de gestation reflétaient la croissance
feetale et plus particulierement si DLK1 pouvait étre utilisée comme un biomarqueur de RCIU.
Dans un deuxiéme temps, nous avons étudi¢ DLK] comme geéne candidat de RCIU, par un
séquencage de panel de genes impliqués dans les RCIU. Enfin, I’approche fondamentale de
mon travail expérimental a consisté a mettre au point un mode¢le cellulaire humain d’étude du
réseau de genes soumis a empreinte parentale. En effet, par leur chevauchement clinique et
moléculaire, les maladies liées a des anomalies de I’empreinte parentale avec RCIU comme les
syndromes SRS et TS constituent un modele d’étude du réseau de génes soumis a empreinte
parentale et de son implication dans la croissance feetale. Etudier les conséquences des
épimutations en 11pl5 et 14q32 sur la signature moléculaire du réseau de genes soumis a
empreinte parentale chez ces patients permettrait de mieux comprendre les mécanismes

épigénétiques participant a la régulation de la croissance feetale.
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APPROCHE TRANSLATIONNELLE, PREMIERE PARTIE :
DLK1 circulant dans le sang maternel pendant la gestation est-il
un biomarqueur de retard de croissance intra-utérin ?
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I. Contexte clinique et scientifique

I.1.  Définitions et épidémiologie

Selon I’enquéte périnatale nationale frangaise de 2016, 10,8% des nouveau-nés vivants avaient
un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile. Les recommandations élaborées par le
CNGOF (college national des gynécologues et obstétriciens francais) en 2013 définissent un
feetus PAG comme ayant une estimation de poids feetale (EPF) échographique inférieure au
10 percentile et un PAG sévére comme ayant une EPF inférieure au 3°™ percentile. Cette
définition n’est pas univoque puisqu’un consensus international d’endocrinologues pédiatres
avait défini auparavant les nouveau-nés PAG comme ayant un poids et/ou une taille de
naissance inférieure a -2 déviations standard (DS) selon 1’age gestationnel (Lee et al., 2003b).
La notion de RCIU fait intervenir une dimension dynamique et pathologique de la croissance
avec un infléchissement de la courbe d’estimation de poids feetal (Gordijn et al., 2016). La
cause la plus fréquente est une insuffisance vasculo-placentaire (Mifsud and Sebire, 2014). Un
foetus peut, par ailleurs, avoir un RCIU sans avoir un PAG si un ralentissement de la croissance
feetale intervient entre deux échographies sans toutefois aboutir & une estimation de poids
inférieure au 10°™ percentile (Ego, 2013). Il y a fréquemment dans la littérature une confusion
entre les termes PAG et RCIU ce qui rend difficile I’interprétation des données de la littérature
sur le sujet. Le RCIU est une des causes principales de mortalit¢ et de morbidité périnatales
dans le monde (Lees et al., 2020). Les études concernant les conséquences périnatales et
néonatales du RCIU portent généralement sur des groupes de patients hétérogenes. Il est
difficile de définir précisément les conséquences périnatales et néonatales en différenciant les
enfants PAG avec ou sans RCIU. Cependant, les conséquences sont probablement différentes,
I’hypoxie présente en cas d’insuffisance placentaire expliquant en grande partie les effets
déléteres rencontrés chez les enfants avec RCIU. Par ailleurs, le diagnostic anténatal d’un RCIU

et la surveillance qui va étre associée aboutissent souvent a une prématurité induite, ce qui peut
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exposer les nouveau-nés avec RCIU aux complications liées a I’anomalie de croissance feetale
et aux complications de la prématurité. Le RCIU constitue le premier facteur de risque de mort
feetale in utero. Trente pour cent des morts foetales in utero au troisiéme trimestre de gestation
sont associées a un RCIU (Lees et al., 2020). Dans la majorité des cas, 1’association entre RCIU
et mort feetale in utero est liée a I’insuffisance placentaire et a I’hypoxie feetale qui en résulte.
Le dépistage anténatal du RCIU et la surveillance adaptée diminuent le risque de mort foetale

(cf paragraphe 11.2.1).

I.2. Dépistage du retard de croissance intra-utérin

Le dépistage échographique du RCIU, qui fait appel a une surveillance échographique avec le
suivi des biométries foetales associé a la recherche de signes indirects d’insuffisance placentaire,
permet de réduire le risque de mort feetale in utero. La sensibilité du dépistage anténatal des
nouveau-nés PAG est estimé a 10-30% en population générale, avec une valeur prédictive
positive de 50% seulement, ce qui a pour conséquences une prise en charge prénatale inadaptée

et un exces de prématurité induite pour de nombreux feetus PAG (Monier et al., 2015).

Le choix des courbes de croissance a utiliser est encore débattu a I’heure actuelle. L utilisation
des courbes dites « post-natales », construites a partir du poids de naissance des enfants, sous-
estime la croissance normale aux petits ages gestationnels du fait de I’association entre
prématurité et RCIU (Ego et al., 2008, 2016). Les courbes du collége Frangais d’Echographie
Fcetale (CFEF), dont I’utilisation est actuellement recommandée par le CNGOF, ont été établies
a partir de ’EPF dont le calcul inteégre les mesures biométriques réalisées lors de I’échographie
feetale. Elles reflétent mieux la croissance physiologique aux ages gestationnels les plus
précoces que les courbes dites postnatales. Des courbes ajustées en fonction du sexe feetal, de
I’age, de la taille et de la parité¢ maternels ont été développées récemment (courbes EPOP¢) et

sont de plus en plus utilisées par les équipes frangaises (Chamagne et al., 2021; Ego et al.,
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2016). En cas de RCIU, la surveillance anténatale a pour objectif de définir le terme de
naissance idéal en évaluant les risques d’hypoxie foetale chronique et de mort foetale in utero
au regard des conséquences de la prématurité induite. Selon certaines études, le dépistage
anténatal d’un feetus PAG réduit le risque de mort foetale in utero sans augmenter le risque de
mortalité néonatale (Andreasen et al., 2021; Lindqvist and Molin, 2005). En revanche, une
récente étude a montré que le dépistage anténatal d’un feetus PAG (défini dans cette étude
comme une EPF<-2DS) diminue le risque de mort feetale in utero mais est associé a une
augmentation de la morbidité néonatale liée a la prématurité induite pour le sauvetage foetal
(Andreasen et al., 2021). Un dépistage en exces (faux positifs) augmente le risque de
prématurité induite (risque multiplié par cinq chez les nouveau-nés eutrophes suspects de PAG
a I’échographie anténatale par rapport aux nouveau-nés eutrophes sans suspicion anténatale de

PAG) (Andreasen et al., 2021).

I.3. Insuffisance placentaire

Les causes de naissance PAG sont multiples et correspondent dans un certain nombre de cas a
une restriction de croissance foetale dont la cause la plus fréquente est d’origine vasculo-
placentaire. L’insuffisance placentaire est définie par 1’incapacité du placenta a assurer un
apport d’oxygene et de nutriments suffisants au foetus pour permettre sa croissance et son
développement (Burton and Jauniaux, 2018; Ghidini, 1996). Le placenta, organe temporaire
reliant le feetus a sa mere, est un déterminant majeur de la croissance foetale en permettant les
échanges nutritifs et gazeux materno-feetaux nécessaires au développement du feetus. Il possede
¢galement une fonction endocrine majeure, nécessaire a la croissance feetale et a I’adaptation
métabolique de la mere a la gestation. Le placenta est constitué d’une plaque choriale du coté
feetal et d’une plaque basale face a I’utérus (Fig.19). Le foetus est reli€ au placenta par le cordon

ombilical qui prend naissance du coté de la plaque choriale du placenta. Entre les plaques
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choriale et basale se situe la chambre intervilleuse ou circule le sang maternel. Grace a un
gradient de pression, la chambre intervilleuse est irriguée par les arteres spiralées, puis drainée
par les veines utéro-placentaires. La plaque basale de 1’utérus est composée du trophoblaste
extravilleux qui pénétre dans la muqueuse utérine jusqu’au tiers supérieur du myometre
(Pijnenborg et al., 1980). L’invasion des arteres spiralées utérines par le trophoblaste extra-
villeux conduit a la formation d’une paroi atone insensible aux ¢léments vasoactifs, diminuant
la résistance au flux sanguin, et permettant ainsi I’irrigation de la chambre intervilleuse par un

gradient de pression (Pijnenborg et al., 1980).

Plaque basale Veine utéro-placentaire

\ | —
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RN Une veine ombilicale

Figure 19 : Représentation schématique du placenta.

Des anomalies de développement vasculaire du placenta, des phénomenes thrombotiques et des
processus inflammatoires sont impliqués dans la survenue d’une insuffisance placentaire
(Kaufmann et al., 2003; Roland et al., 2016). La prééclampsie, entité définie classiquement par
I’association d’une hypertension artérielle gravidique et d’une protéinurie significative
survenant apres 20 SA affecte 2 a 5% des gestations et est a 1’origine d’une insuffisance
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placentaire (Mol et al., 2016; Steegers et al., 2010).

Un des principaux enjeux du dépistage anténatal est de faire la différence entre les feetus PAG
constitutionnellement petits et les foetus présentant une insuffisance placentaire avec RCIU qui
nécessitent une surveillance accrue. La mesure échographique du périmetre abdominal est un
bon marqueur de RCIU par insuffisance placentaire. En effet, en cas d’insuffisance placentaire,
le systétme hémodynamique du feetus s’adapte pour assurer un apport sanguin au cerveau au
détriment de certains organes comme le tube digestif ou les reins (Copel and Bahtiyar, 2014).
La réduction du périmetre abdominal feetal est donc un reflet indirect du niveau d’insuffisance
placentaire (Copel and Bahtiyar, 2014). L’oligoamnios, li¢ a la vasoconstriction rénale fcetale,
est également un signe indirect d’insuffisance placentaire (Silver, 2018). La redistribution
cérébrale feetale en cas d’insuffisance placentaire peut ¢galement étre documentée par la
recherche d’une baisse des résistances dans 1’artére cérébrale moyenne témoin de la
vasodilatation cérébrale et par la mesure de I’index cérébro-placentaire (rapport de 1’index de
pulsatilité de I’artére cérébrale moyenne sur I’index de pulsatilit¢ de I’artére ombilicale)
(Alfirevic et al., 2017; Vollgraff Heidweiller-Schreurs et al., 2018). En combinant tous ces
facteurs, le RCIU précoce par insuffisance placentaire a été défini, suite a un consensus
international d’expert, par la présence avant 32 SA d’un critére parmi un périmetre abdominal
inférieur au 3°™ percentile, une estimation de poids feetal inférieure au 3°™ percentile ou une
diastole nulle a 1’échographie Doppler des artéres utérines, et le RCIU tardif par 1’apparition
aprés 32 SA de deux critéres parmi un périmétre abdominal inférieur au 3°™ percentile ou une
estimation de poids feetal inférieure au 3™ percentile et un index cérébro-placentaire inférieur
au 5°™ percentile ou un index de pulsatilité dans Iartére ombilicale supérieur a 95% (Gordijn

et al., 2016).
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I.4. Biomarqueurs de retard de croissance intra-utérin par insuffisance placentaire
Des biomarqueurs peuvent également aider au dépistage précoce du RCIU par insuffisance
placentaire, mais aucun n’a une sensibilité suffisamment importante pour étre utilis€ en pratique

clinique courante (Gaccioli et al., 2018; Lees et al., 2020).

Un modé¢le combiné de prédiction au premier trimestre de gestation du risque de donner
naissance a un nouveau-né PAG a été évalué¢ dans une cohorte prospective de 4970 femmes.
Ce modele associait surveillance échographique avec Doppler utérin au premier trimestre,
surveillance tensionnelle maternelle et mesure au premier trimestre de gestation des
concentrations sanguines maternelles de la metalloprotéinase PAPP-A (pregnancy-associated
plasma protein A) et de ’hCG (gonadotrophine chorionique humaine) produites par le placenta.
Les auteurs rapportent une sensibilité¢ de cette méthode de prédiction de 73 % pour le RCIU a
début précoce (avant 34 SA) et de 32 % pour le RCIU a début tardif (a partir de 34 SA) avec
un taux de faux positifs de 15 % (Crovetto et al., 2014). Les mémes auteurs ont montré au sein
d’une deuxieme cohorte comprenant 9 150 femmes qu’un dépistage combiné associant
caractéristiques maternelles, mesure de la pression artérielle, réalisation d’un Doppler des
artéres utérines et dosage du rapport sFlt-1(fraction soluble du récepteur membranaire du VEGF
- vascular endothelial growth factor de type 1 pro-angiogénique)/PIGF (facteur de croissance
placentaire ou placental growth factor) au cours du premier trimestre de gestation augmente la
sensibilité a 86 % pour la prédiction du RCIU a début précoce et a 66 % pour la prédiction du
RCIU a début tardif (Crovetto et al., 2016, 2017). En utilisant une approche multiparamétrique,
Miranda et al. ont évalué au sein d’une cohorte de 1590 femmes I’efficacit¢ d’une méthode de
dépistage du RCIU au troisieme trimestre de gestation associant des facteurs de risque
maternels de RCIU, ’EPF, le Doppler des artéres utérines et la mesure des concentrations
sanguines maternelles de PIGF et de I’estriol. Cette méthode atteint une sensibilité de 61% pour

le dépistage de feetus PAG au troisieme trimestre et de 77% pour le RCIU (Miranda et al.,
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2017). La mesure des concentrations sanguines maternelles de PIGF semble avoir une
sensibilité ¢levée dans le dépistage du feetus PAG sévere associé a une dysfonction placentaire
d’origine vasculaire, particulierement en cas de prééclampsie (Benton et al., 2016; Griffin et

al., 2018).

Indépendamment du poids de naissance des nouveau-nés, le ratio sFlt-1/PIGF est actuellement
utilisé en pratique courante pour prédire le risque de survenue d’une prééclampsie (Droge et
al., 2021; Zeisler et al., 2016a, 2016b). Il existe dans le placenta prééclamptique une
perturbation des facteurs de régulation de 1’angiogenése. En situation physiologique, les
facteurs VEGF et PIGF exprimés par le placenta favorisent 1’angiogenése et la perméabilité
vasculaire placentaires. VEGF et PIGF se fixent sur le récepteur FLT1 au niveau placentaire
(récepteur membranaire du VEGF de type 1 pro-angiogénique). En situation d’hypoxie, le
placenta ischémique libére dans la circulation maternelle une fraction soluble du FLT1 (sFIt-1)
qui capte les formes circulantes de VEGF et PIGF et inhibe la vasodilatation des arteres
spiralées utérines (Cottrell et al., 2017). Une étude prospective de cohorte incluant 500 femmes
a montré qu’un ratio sérique maternel sFlt-1/PIGF supérieur a 38 avait une sensibilité de 80%
et une spécificité de 78% et une valeur prédictive négative de 99.3% au deuxieme et troisicme
trimestres de gestation pour prédire la survenue d’une prééclampsie dans les quatre semaines

qui suivent la mesure du ratio (Zeisler et al., 2016b).

I.5. Concentrations sériques maternelles de DLK1 pendant la gestation

Les concentrations de DLKI1 circulant dans le sang maternel augmentent au cours de la
gestation et DLK/ est exprimé par le placenta dés 5 SA (Floridon et al., 2000). Cleaton et al.
ont démontré que les concentrations sériques de DIk1 circulant étaient positivement associées
a la masse feetale chez des souris gestantes, et que chez 1’humain les concentrations sériques de

DLKI circulant dans le sang maternel étaient significativement plus basses a 36 SA chez les
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meres donnant naissance a des nouveau-nés PAG. Dans cette étude, la diminution des
concentrations sériques de DLK1 semblait associée a la présence de signes d’insuffisance
placentaire (Cleaton et al., 2016). MacDonald et al. ont récemment confirmé la réduction des
concentrations sériques de DLK1 circulant a 28 et 36 SA chez des méres donnant naissance a
des nouveau-nés PAG, mais n’ont pas retrouvé d’association entre les concentrations sériques
de DLKI1 et les signes d’insuffisance placentaire (MacDonald et al., 2020). L’objectif de ce
volet de ma thése, initi€¢ avant la publication de Mac Donald, était de déterminer s’il existe une
diminution des concentrations sé€riques de DLKI1 circulant dans le sang maternel des le
deuxieéme trimestre de la gestation en cas de foetus PAG et de tester DLK1 comme biomarqueur
de feetus PAG et d’insuffisance placentaire. Nous avons réalisé une étude a partir d’un sous-
groupe de la cohorte EDEN (étude des déterminants pré et postnatals du développement et de
la santé de I’enfant), afin de déterminer si DLK1 dans le sang circulant maternel est un bon
marqueur de PAG et de RCIU par insuffisance placentaire vasculaire au deuxiéme trimestre de

gestation.

II. Etudes préliminaires

La mise au point de la mesure des concentrations sériques de DLK1 a été un pré-requis
nécessaire avant de réaliser la mesure des concentrations de DLK1 dans le sang maternel au

deuxieéme trimestre de la gestation.

II.1. Choix de la technique de mesure

Comme I’équipe de Cleaton, nous avons choisi de mesurer les concentrations de DLK1
circulant dans le sang maternel a I’aide du kit ELISA DLK1 adipogen commercialisé par

COGER (AG-45A-0032YEK-KIO1). Ce kit est adapté a la mesure des concentrations de DLK1

72



circulant de 0,5 ng/mL a 30,0 ng/mL. Les concentrations de DLK1 sont déterminées grace a un
immunodosage dit « en sandwich » (Fig.20). Les anticorps primaires anti-DLK1 sont fixés sur
une plaque 96 puits, au fond desquels sont déposés les échantillons. On dépose ensuite
successivement un anticorps de détection spécifique, puis un anticorps secondaire couplé a la
peroxydase, et enfin un révélateur de peroxydase (TMB). La mesure de la densité optique (ou
absorbance) est ensuite réalisée a une longueur d’onde de 450 nm apres ajout d’une solution

acide qui arréte la réaction.

Anticorps .

anti-pDLK1  * €chantillon + An’tlcor.ps + HRP +TMB + Stop
o de détection
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Figure 20 : Technique de mesure des concentrations de DLK1. HRP : peroxydase de raifort.
TMB : révélateur de péroxydase. Stop : solution acide.

I1.2. Mise au point de la technique de mesure

Les premicres mesures des concentrations sériques de DLK1, chez des femmes enceintes
témoins, réalisées avec cette technique selon les recommandations du fabriquant n’étaient pas
concluantes du fait d’'une absence de reproductibilit¢ des mesures avec de grandes variations
inter et intra essai, et des concentrations sériques de DLK1 nettement inférieures a celles

décrites par Cleaton et al..
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Afin de s’assurer de la fiabilité de la technique de mesure décrite par le fournisseur du kit, nous
avons ¢galement mesuré les concentrations de DLK1 dans le sang de patients insuffisants
rénaux chroniques et de patients obéses chez qui les concentrations de DLK1 sont ¢levées
(Chacon et al., 2008). Les concentrations de DLK1 obtenues lors de ces différentes mesures

¢taient également tres inférieures a celles décrits dans la littérature.

Nos principales hypothéses concernant ces résultats étaient la survenue d’un effet « crochet »

(Fig.21) et d’un effet « matrice » (Fig.22).

L’effet « crochet » est dii a un excés de protéines DLK1 qui ne se fixent pas sur le support
solide et capturent 1’anticorps de détection spécifique. Cet effet est en partie ¢liminé par la
phase de lavage avant I’incorporation de I’anticorps marqué, qui permet d’¢liminer les protéines
DLK1 en exces non fixées sur la phase solide. Dans 1’hypothése d’une saturation des anticorps
fixés sur phase solide par des concentrations trop ¢levées de DLK1 dans les sérums testés, nous
avons réalisé des mesures de DLK1 dans des échantillons témoins avec plusieurs facteurs de
dilution. Les concentrations de DLK1 obtenues avec ces dilutions n’étaient pas reproductibles

(variabilité inter-essai) et étaient inférieures aux concentrations décrites dans la littérature.
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Figure 21 : Effet « crochet ». Fixation de 1’anticorps secondaire sur des protéines non fixées sur
la plaque.
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L’effet « matrice » (Fig. 22) correspond a la présence de protéines du sérum liées a DLK1 ou
éventuellement a un phénomene de dimérisation de DLK1 modifiant I’interaction antigene-
anticorps. Nous avons testé¢ cette hypotheése en incorporant dans le tampon de dilution un
détergent non ionique (le tween), afin de séparer DLK 1 d’éventuelles protéines interférant dans
la mesure des concentrations. L’association d’une dilution des échantillons avec un tampon
contenant du sérum de veau feetal (SVF) et ’ajout de tween (Fig.22) ont permis d’obtenir des
concentrations sériques de DLK1 comparables a celles de la littérature, avec une bonne

reproductibilité inter et intra essai.
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Figure 22 : Effet « matrice » levé par 1’ajout de détergent dans le tampon. En bleu DLK1, en
rouge protéines liées a DLK1. Tween : détergent non ionique.
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I1.3. Choix du facteur de dilution

Afin de déterminer le niveau de dilution des échantillons nécessaire a la mesure des
concentrations de DLK 1, nous avons testé différents niveaux de dilution du sérum obtenu chez
six femmes enceintes (Fig.23). Pour des concentrations de DLK1 circulant situées entre 15 et
30 ng/mL, un plateau est atteint a partir d’une dilution des échantillons au 1/8°™. Pour des
concentrations supérieures a 30 ng/mL, le plateau n’est atteint qu’a partir d’une dilution des

échantillons au 1/32°™, Les concentrations circulantes de DLK1 dans le sang maternel au

75



deuxieéme trimestre de gestation étant inférieures a 30 ng/mL (Cleaton et al., 2016), une dilution

au 1/8°™ était suffisante pour notre étude.
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Figure 23 : Effet de la dilution sur le dosage de DLK1 dans le sérum prélevé chez des femmes
durant la gestation. N=3.

I1.4. Choix du type d’échantillon

Les mesures des concentrations sanguines de DLK1 circulant réalisées par I’équipe de Cleaton
ont ¢té réalisées dans des sérums prélevés a jeun. Le fournisseur du kit Adipogen conseille

¢galement une mesure dans le sérum.

Des échantillons de plasma a jeun ou de sérum apres charge en sucre étant plus facilement
disponibles au sein de la cohorte dans laquelle nous souhaitions réaliser notre étude, nous avons
testé la reproductibilité des mesures des concentrations de DLK1 circulant dans ces différents

échantillons chez 13 femmes enceintes, en comparant pour chacune les concentrations de DLK1
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mesurées dans le plasma ou dans le sérum apres charge en sucre et les concentrations de DLK1
mesurées dans le sérum a jeun. Le ratio DLK1 mesuré dans le plasma a jeun / DLK1 mesuré
dans le sérum a jeun varie de 0,6 a 1,4 sur cet échantillon de 13 femmes (Fig.24a), avec un
coefficient de variation de 1,5 a 26,5% (moyenne 12 %). Le ratio DLK1 mesuré dans le plasma
apres charge en sucre / DLK1 mesuré dans le sérum a jeun varie de 0,85 a 1,05 sur cet
échantillon de 13 femmes (Fig.24b), avec un coefficient de variation de 0,4 a 11,6 (moyenne
7,5 %). Devant 1’absence de reproductibilité des mesures dans le plasma, et la diminution des
concentrations de DLK1 circulant aprés charge en sucre, nous avons décidé de réaliser les

mesures dans le sérum a jeun.
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Figure 24 : Reproductibilité des mesures des concentrations de DLK1. a/ entre les mesures
effectuées dans le plasma et le sérum. b/ avant et apres charge en sucre.

IL5. Evolution des concentrations de DLK1 au cours de la gestation

La deuxieme étape a été de déterminer 1’évolution de DLK1 circulant dans le sang maternel de
femmes ayant donné naissance a des nouveau-nés eutrophes. Pour ce faire, nous avons mesuré
les concentrations de DLK1 dans le sérum d’un panel de 78 femmes enceintes aux termes de 9

a 39 SA afin de déterminer 1’évolution des concentrations au cours de la gestation. Toutes ces
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femmes ont donné naissance a des nouveau-nés eutrophes. Les sérums utilisés pour ce dosage
sont issus d’une collection biologique du laboratoire d’hormonologie de 1’hdpital Armand
Trousseau. Les concentrations de DLK1 circulant dans le sang maternel sont trés basses durant
le premier trimestre de gestation et semblent augmenter de manicre exponentielle au cours de

la gestation, avec un coefficient de corrélation R? = 0,82 (Fig.25).
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Figure 25 : Evolution des concentrations sériques de DLK1 circulant en fonction du terme de
gestation (N=78). SA : semaines d’aménorrhée.

I1.6. La cohorte EDEN

Une collaboration a été instaurée avec 1’équipe du Docteur Barbara Heude (Inserm UMR 1153
- Centre de Recherche Epidémiologie et Biostatistique Sorbonne Paris Cité (CRESS), Equipe
de recherche sur les origines précoces de la sant¢ et du développement de 1'enfant (ORCHAD)),
investigatrice principale de la cohorte EDEN. La cohorte EDEN aregu 1’approbation du comité
d’¢thique (CPPRB) de I’hdpital Kremlin Bicétre le 12 Décembre 2002 et de la CNIL

(Commission Nationale Informatique et Libert¢).

La cohorte EDEN a ¢été constituée en 2003 au sein de deux maternités frangaises (centre

hospitalo-universitaire régional de Nancy et centre hospitalo-universitaire de Poitiers) (Heude
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et al., 2016). Entre 2003 et 2006, 2002 femmes ont été incluses dans la cohorte EDEN (1034 a
Nancy, 968 a Poitiers), 95 ont quitté I’étude pendant leur gestation, et les données sont
manquantes pour 125 enfants. Au total, 1899 couples mére-enfant ont donc été inclus dans cette

cohorte.
Les données suivantes ont été collectées chez ces 1899 couples mere-enfant :

- Données pré-partum chez les meres : age, poids, taille, parité, niveau d’éducation,
profession ;

- Données pré-partum chez les peres : poids, taille, antécédent de diabéte, consommation
d’alcool et de toxique, profession ;

- Pendant la gestation : données échographiques (mensurations, échographie Doppler des
artéres utérines et ombilicales) recueillies entre 20 et 24 SA et entre 30 et 34 SA, diabéte
gestationnel, prééclampsie ;

- Alanaissance de I’enfant : parité, Age gestationnel, poids, taille et périmétre cranien de

naissance, sexe de I’enfant.

I1.7. Définition des nouveau-nés PAG et choix des témoins

Afin de tester I’hypothése selon laquelle les concentrations de DLK1 circulant maternel sont
un marqueur prédictif de PAG au 2°™ trimestre de gestation, j’ai mesuré les concentrations de
DLKI1 dans le sérum maternel de femmes ayant donné naissance a des nouveau-nés PAG et les
al comparées aux concentrations sériques maternelles de DLK1 de femmes ayant donné
naissance a des nouveau-nés eutrophes. Les nouveau-nés PAG ont été¢ définis comme ayant un
poids de naissance inférieur au 10°™ percentile selon les courbes de croissance individualisées
EPOP¢. Les témoins ont été sélectionnées parmi les couples mere-enfant dont le poids de
naissance de ’enfant était situé entre le 25°™ et le 75™ percentile des courbes individualisées
EPOP¢.
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Chaque couple meére-enfant PAG a été appari€¢ a deux couples mere-enfant témoins sur les

facteurs suivants :

- Le centre d’inclusion.

- L’age gestationnel au moment du prélévement du sérum (2 la semaine d’aménorrhée
pres) (cf Fig.25) .

- L’age maternel. En effet, les mesures des concentrations de DLK 1 réalisées chez 23
témoins de sexe féminin agés de 0 a 39 ans dont les prélévements sont issus de la
collection biologique du laboratoire d’hormonologie de 1’hopital Armand Trousseau ont
montré que les concentrations sériques de DLKI1 circulant diminuent avec 1’age

chronologique (Fig.26).
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Figure 26 : Evolution des concentrations sériques de DLK1 circulant chez des témoins en
fonction de leur age chronologique.

- L’IMC maternel avant la gestation selon quatre classes : IMC <18,5 kg/m?, 18,5-24,9
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kg/m?, 25-30 kg/m?, > 30 kg/m?. En effet, Chacon et al. ont montré que les
concentrations sériques de DLK1 circulant sont significativement plus €levés chez des
sujets obéses (IMC >= 30 kg/m?) comparativement a des sujets dont 'IMC est situé
entre 18,5 et 25 kg/m2 (Fig.27) (Chacon et al., 2008). Il ne semble pas y avoir
d’augmentation significative des concentrations sériques de DLK1 chez les sujets en

surpoids non obéses (IMC 25-30 kg/m?).

60 *#

S
o
1

FA1 (ng ml'")

N
o
1

T T 1
Lean Overweight Obese

Figure 27 : Mesure des concentrations de DLK1 circulant chez des témoins en fonction de
I’IMC. D’apres Chacén et al., 2008.

Le sexe de I’enfant et la parité étant déja pris en compte dans les courbes de croissance EPOP¢,

nous n’avons pas retenu ces deux critéres comme facteur d’appariement.

I1.8. Définition des cas de RCIU par insuffisance placentaire vasculaire

Dans 1’é¢tude de Cleaton et al., les concentrations sériques de DLKI circulant étaient
significativement plus faibles chez les enfants nés avec un RCIU par insuffisance placentaire
vasculaire (Cleaton et al., 2016). Cette différence n’¢tait pas significative chez les nouveau-nés
PAG sans critére d’insuffisance placentaire vasculaire. Nous souhaitions réaliser une analyse
de sous-groupe afin de déterminer si DLK1 circulant au 2°™ trimestre de la gestation est un

marqueur de RCIU par insuffisance placentaire vasculaire.
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Nous avons retenu les critéres suivant pour classer les nouveau-nés PAG en sous-groupe
d’origine vasculaire ou non vasculaire (Gordijn et al., 2016; Miller et al., 2008):
- Antécédents maternels : maladie auto-immune, hypertension artérielle préexistante a la
gestation, prééclampsie,
- Signes échographiques : périmétre cranien/périmétre abdominal (PC/PA) <10°me
percentile, anomalie de structure placentaire,
- Signes Doppler : élévation des index de résistance des artéres utérines, notch bilatéral
sur le spectre des artéres utérines, ¢lévation de I’index de résistance de [’artere

ombilicale, abaissement de I’index de résistance de 1’arteére cérébrale moyenne.
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Detecting SGA (small for gestational age) during pregnancy improves the fetal and
neonatal prognosis. To date, there is no valid antenatal biomarker of SGA used in
clinical practice. Maternal circulating DLK1 (delta-like non-canonical notch ligand 1)
levels have been shown to be significantly lower in pregnant women at 36 weeks of
gestation (WG) who delivered a SGA newborn than in controls. Data in the literature are
contradictory on the association between maternal circulating DLK1 levels and placental
vascular dysfunction. The objective was to determine if maternal DLK1 levels in the
second trimester of pregnancy are predictive of SGA, and to assess whether the
measurement of DLK1 levels in maternal blood could be a means to distinguish SGA
with placental vascular dysfunction from that due to other causes. We conducted a
nested cased-control study within the EDEN mother-child cohort. 193 SGA (birth weight
< 10" percentile) and 370 mother-child control (birth weight between the 25" and 75"
percentile) matched pairs were identified in the EDEN cohort. Maternal circulating DLK1
levels at 26 WG were significantly lower for children born SGA than for controls (27.7 +
8.7 ng/mL vs 30.4 = 10.6 ng/mL, p = 0.001). Maternal blood DLK1 levels in the first
quartile (DLK1 < 22.85 ng/mL) were associated with an odds ratio for SGA of 1.98 [1.15
- 3.37]. DLK1 was less predictive of SGA than ultrasound, with an area under the curve
of 0.578. Maternal circulating DLK1 levels were not significantly different in cases of SGA
with signs of placental vascular dysfunction (n = 63, 27.1 + 9.2 ng/mL) than in those
without placental dysfunction (n = 129, 28.0 = 8.5 ng/mL, p = 0.53). The level of
circulating DLK1 is reduced in the second trimester of pregnancy in cases of SGA at
birth, independently of signs of placental vascular dysfunction. However, DLK1 alone
cannot predict the risk of SGA.

Keywords: DLK1, small for gestational age (SGA), fetal growth restriction, placental vascular dysfunction, biomarker
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DLK1: A Biomarker of SGA?

INTRODUCTION

Fetal growth restriction (FGR), defined as a failure of the fetus to
reach its genetically determined growth potential (1), is one of
the most common causes of perinatal mortality and morbidity.
FGR often results in neonates who are small for gestational age
(SGA), usually defined as a birth weight < 10™ percentile of a
given reference by neonatologists or a birth weight and/or height
of < -2 standard deviations of the reference mean by
endocrinologists (2, 3).

The performance of ultrasound to detect SGA during
pregnancy is low, with a sensitivity of 10 to 30% in the general
population and a positive predictive value of 50% (4). However,
detecting SGA during pregnancy in the second or third trimester
of gestation has been shown to improve the fetal and neonatal
prognosis and may be associated to long term metabolic
consequences (5-7). A study including 92,218 singletons
reported a lower stillbirth rate in antenatal-detected versus
non-detected SGA (9.7 vs18.9 per 1000 births) (8). Another
recent study including 2425 FGR children reported that stillbirth
risk was increased in undetected FGR fetuses (OR 2.63) (9). FGR
results from multiple causes (10). One of the main causes of SGA
is placental vascular dysfunction. Placental vascular dysfunction,
due to abnormal placentation with inadequate remodeling of
maternal spiral and altered uteroplacental blood perfusion,
impairs materno-fetal exchange of nutrients and oxygen
leading to FGR (11-13). The identification of SGA with
placental vascular dysfunction is clinically relevant because of
poorer perinatal outcomes and higher risks of severe neonatal
comorbidities than for SGA without placental vascular
dysfunction were reported (10, 14, 15). Repeated estimations
by ultrasound of fetal weight (EFW) and abdominal
circumference, Doppler-flow velocimetry of umbilical artery
(UA) and fetal middle cerebral artery (MCA) and pulsatility
index in uterine artery (UtA) are currently used to diagnose FGR
with placental vascular dysfunction (16). Indeed, a high mean
pulsatility index in UtA reflects the lack of physiological
transformation of the uterine arteries from high- to low-
resistance vessels. This is associated with maternal vascular
malperfusion of the placenta and consequently of the fetus,
leading to fetal hypoxia (13). On the fetal side, Doppler
velocimetry allows the evaluation of cerebroplacental ratio
(ACM pulsatility index/UA pulsatility index) that reflects the
cardiovascular adaptation of the fetus to hypoxia (13).

However, another promising approach is to combine
ultrasonic data with maternal biomarkers of placental
dysfunction (1). To date, no antenatal predictive biomarker of
SGA are used in clinical practice (1, 14, 17).

DLK1 (delta-like non-canonical notch ligand 1) is the product
of an imprinted gene that is expressed during fetal development
(18). Parental imprinting is an epigenetic mechanism that refers
to the monoallelic silencing of genes according to their parental
origin. In the 14q32 imprinted region, the imprinting control
center MEG3/DLKI:IG-DMR is methylated on the paternal allele
(19), resulting in DLK1 expression from the same allele. DLKI1 is
a single-pass transmembrane protein that is cleaved by
extracellular proteases to give rise to a circulating form, which

reaches a high concentration in the maternal circulation during
pregnancy (20), as well as in the amniotic fluid and fetal
circulation during the second and third trimesters (18). DLK1
plays an important role in preserving the pool of various
progenitor cells until they differentiate (18) and has an impact
on metabolism. DLK1, also called PREF-1 (preadipocyte factor
1), is known for its involvement in adipogenesis (21, 22). DIkl
null mice display accelerated weight gain and hyperlipidemia
(22) and patients with DLK] mutations show metabolic
alterations in adulthood (23). Data show that DLK1 is present
in the extra-embryonic tissue as early as five weeks of gestation
(WG) and then until birth (18). Cleaton et al. showed maternal
circulating DLK1 levels to be positively associated with
embryonic mass during mouse gestation and to be required for
maternal metabolic adaptations to pregnancy. According to
Cleaton, DLKI levels are significantly lower at 36 WG for
pregnant women who later delivered a SGA newborn than
controls. In the same study, maternal circulating DLK1 levels
were also associated with placental vascular dysfunction and
FGR (20). MacDonald et al. recently confirmed low circulating
maternal DLK1 levels at 28 and 36 WG for women who finally
delivered a SGA newborn, but they did not find any significant
association with placental vascular dysfunction (24).

Evaluation of the association between maternal DLK1 levels
and fetal growth at an earlier gestational age would offer a greater
clinical benefit. We aimed to determine whether the level of
DLKI1 in maternal serum during the second trimester of
gestation is a predictive biomarker of SGA and to assess
whether the measurement of DLK1 levels in maternal blood
could be a means to distinguish SGA with placental vascular
dysfunction from that due to other causes.

MATERIALS AND METHODS
The EDEN Mother-Child Cohort

This is a nested cased-control study based on the EDEN mother-
child cohort (25) that was set up in 2003 in two university
maternity clinics, Nancy and Poitiers, France. Participation in
the EDEN mother-child cohort was proposed to all women
visiting the prenatal clinic before 24 WG. Exclusion criteria
were multiple pregnancies, known diabetes before pregnancy,
the inability to read and understand French, or planning to move
out of the region within the next three years. Among the 3,758
women invited to participate in the EDEN mother child-cohort,
2,002 (53%) were enrolled in the study (1,034 women from
Nancy and 968 from Poitiers).

Data Collection

Data were collected from medical and obstetrical records and
clinical examinations. Mothers underwent a clinical examination
with blood sampling at 24 to 28 WG. At birth, the weight of the
newborns was measured by midwives using an electronic scale (Seca
Ltd). Data on maternal smoking during pregnancy and maternal
and newborn characteristics were collected during pregnancy or at
birth. Maternal weight before pregnancy was obtained by interview
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at inclusion and maternal height measured during the clinical
examination. Both anthropometric measurements were used to
calculate the BMI as the reported weight (kilograms) divided by
the square of the measured height (meters). Information on
ultrasound measurements and placental function measured at 26
WG were collected from obstetrical records: fetal head
circumference, fetal abdominal circumference, femur length,
amniotic fluid index, notch in Doppler flow velocimetry of the
uterine artery, pulsatility index, and reverse flow on umbilical
doppler. Information on the presence of a maternal vascular
disease before pregnancy (chronic high blood pressure, sickle cell
anemia, antiphospholipid or anticardiolipin antibody syndrome, or
autoimmune disease) was also collected from obstetrical records.

Case-Control Study Design

We conducted a case-control study nested within the EDEN
mother-child cohort. Cases were defined as mothers who gave
birth to newborns with a birth weight < 10™ percentile according
to customized fetal growth charts (26). For each case, two
matched controls were recruited among mothers who gave
birth to AGA (adapted for gestational age) newborns with a
birth weight between the 25" and 75™ percentile of the same
customized references (26). Controls were matched for the
maternity clinic (Nancy - Poitiers), sex of the child, maternal
age, maternal body mass index (BMI) (4 groups: < 18.5 kg/m?,
18.5-24.9 kg/m?, 25-30 kg/m>, > 30 kg/m?), and gestational age
(GA) at blood collection. In total, 196 SGA mother-child pairs
and 370 match control pairs were identified in the EDEN
mother-child cohort.

Definition of SGA With Signs of Placental
Vascular Dysfunction

SGA children were considered to be SGA with placental vascular
dysfunction when they met at least one of the following criteria
(1, 27): fetal head circumference > 10™ percentile and fetal
abdominal circumference < 10" percentile, presence of a notch
in Doppler-flow velocimetry of the UtA, high-resistance UtA
flow, defined as a mean pulsatility index > 95" percentile, reverse
flow on umbilical doppler, high-resistance UA flow, defined as a
pulsatility index > 95 percentile, or the presence of a maternal
vascular disease before pregnancy (chronic high blood pressure,
sickle cell anemia, antiphospholipid syndrome).

Quantitative Determination of DLK1 Levels in Serum
Serum samples were frozen on the day of collection and stored at
-80°C. The DLK1 concentration was measured blind to the case/
control status. Maternal serum DLKI levels were quantified in
96-well plates using the DLKI soluble (human) ELISA Kit
(Adipogen Life sciences, Coger, Switzerland), based on the
sandwich enzyme linked-immunosorbent assay (ELISA).
Maternal serum samples were diluted 1/10 with buffer
(Adipogen Life sciences, Coger, Switzerland) containing fetal
bovine serum (0.5%) and Tween (0.05%) before binding to the
antibody-coated plates. The human DLK1 ELISA kit was then
used according to the manufacturers’ instructions.

Statistical Analysis

Characteristics of the mothers and children are described using
means + SD and frequencies (%). Differences between cases and
controls were tested using Student ¢ and chi-square tests for
continuous and categorical variables, respectively. Circulating
DLKI1 levels were compared according to maternal and
pregnancy characteristics using Student ¢ tests or ANOVA for
multiple means comparisons. Univariate analysis was performed
by the analysis of variance for qualitative variables or the Pearson
correlation coefficient for quantitative variables. The effect of
placental vascular dysfunction was assessed using an interaction
test. The association between circulating DLK1 levels and SGA
was investigated using unconditional logistic multiple regression
models, adjusted for matching factors: center, sex of the child,
gestational age, maternal age, pre-pregnancy BMI, and
gestational age at blood collection. Two models were
computed, one with DLK1 considered as a continuous trait
and the other with DLKI1 considered as a categorical variable
divided into quartiles.

We assessed the discriminative power of DLK1 alone or in
combination with ultrasound measurements by examining the
ROC curves of the respective models. The areas under the ROC
curves (AUROCs) were measured using Mann-Whitney tests
and compared using DeLong tests. This analysis was conducted
using the data from 520 subjects (180 cases and 340 controls) due
to missing values for the ultrasound data. We conducted
sensitivity analyses to determine whether further adjustment
for smoking during pregnancy modified the results. Statistical
analyses were performed using SAS® 9.3 with AIX 7.1, with P <
0.05 considered to be statistically significant.

Ethics Approval and Consent to Participate
The EDEN mother-child cohort received approval from the
ethics committee of the Kremlin Bicétre Hospital (France) on
12 December 2002 and from the French data privacy institution
CNIL. All participants were treated in accordance with French
national ethics regulations.

RESULTS

DLK1 Levels at 26 WG Are Lower for
Women Who Give Birth to SGA Infants
Among the 193 identified cases of SGA, the DLK1 value was
aberrant in the maternal serum of one SGA case (870.7 ng/mL vs
a mean value of for the other 562 samples 29.5 + 10.1ng/mL).
After exclusion of this subject and her matched controls, 192
SGA and 368 matched controls were included in the analyses.
Sixty-three cases of SGA (32.6%) were classified in the subgroup
of SGA with placental vascular dysfunction. The distribution of
DLKI1 values is presented in Figure 1.

Characteristics of the two groups are presented in Table 1.

The median gestational age at blood sampling was 26 WG. As
expected, there were no differences between cases and controls
concerning the matching factors. The proportion of women who
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FIGURE 1 | (A) Distribution of circulating DLK1 levels at 26 weeks of gestation in 560 EDEN mothers. (B) Distribution of circulating DLK1 levels at 26 weeks of gestation
in 368 mothers who gave birth to AGA newborn. (C) Distribution of circulating DLK1 levels at 26 weeks of gestation in 192 mothers who gave birth to SGA newborn.

declared smoking during pregnancy was no different between
cases and controls.

There were also no differences in DLK1 levels according to the
center of inclusion or the sex of the neonates (Table 2). DLK1
levels in maternal blood serum at 26 WG were significantly lower
for women who gave birth to SGA infants (27.7 + 8.7 ng/mL)
than for control women (30.4 + 10.6 ng/mL, p = 0.001) (Table 2).

Consideration of DLK1 as continuous variable in the multiple
regression analysis showed a significant association of DLK1
levels with SGA: a Ing/mL increase in DLK1 decreased the risk of

SGA by 3%. Consideration of DLK1 as a categorical variable
divided into quartiles showed an odds ratio for SGA of 1.98 [1.15
- 3.37] in the first quartile compared to the last (Table 3).

DLK1 Levels Are Lower for Women Who
Give Birth to SGA Infants Independently

of Placental Vascular Dysfunction

Maternal circulating DLKI levels were not significantly different
in cases of SGA with signs of placental vascular dysfunction (n =
63, 27.1 + 9.2 ng/mL) than in those without placental

TABLE 1 | Characteristics of the matched case and control pregnancies from the EDEN mother-child cohort.

n All
560

Control Case P
368 192

Medical Center

Poitiers 41.4% (232)
Nancy 58.6% (328)
Sex
Female 46.4% (260)
Male 53.6% (300)
Maternal age (years) 203 +45
BMI (kg/m?) 231 +45
<185 10% (56)
[18.5-25] 64.6% (362)
[25-30] 17.7% (99)
> 30 7.7% (43)
Gestational age at blood sampling (WG) 262+ 1.2
Smoking during pregnancy*
No 71.2% (398)
Yes 28.8% (161)

0.93
41.3% (152)
58.7% (216)

41.7% (80)
58.3% (112)

0.88
46.2% (170) 46.9% (90)
53.8% (198) 53.1% (102)
203 + 4.5 293 + 4.7 0.91
230 + 4.4 233+ 4.7 0.51
10.6% (39) 8.9% (17) 0.80
65.2% (240) 63.5% (122)
16.5% (62) 19.3% (37)
7.3% (27) 8.3% (16)
263+ 1.2 262 +1.2 0.79
73.3% (269) 67.2% (129) 0.13

26.7% (99) 32.8% (69)

*Information was missing for one woman.
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TABLE 2 | DLK1 maternal serum levels at 26 weeks of gestation according to maternal and neonatal characteristics.

Cases/Controls n m = sd P
Controls 368 30.4 + 10.6 <10
Cases (SGA) 192 27.7 £ 8.7

Medical Center 0.75
Poitiers 232 29.3 £ 10.6
Nancy 328 29.6 +9.9

Sex 0.36
Male 300 29.1+£94
Female 260 29.9 + 10.7

Placental vascular dysfunction 0.009
Controls 368 30.4 + 10.6
Cases (SGA) without signs of placental vascular dysfunction 129 28.0+8.5
Cases (SGA) with signs of placental vascular dysfunction 63 271 +£9.2

Smoking during pregnancy
No 398 29.9 £ 10.5 0.07
Yes 161 28.4 +8.8

dysfunction (n = 129, 28.0 + 8.5 ng/mL, p = 0.53). Indeed, they
both showed significantly lower levels of maternal circulating
DLK1 than controls (n = 368) (30.4 + 10.6 ng/mL, p = 0.009)
(Table 2).

DLK1: A Predictive Biomarker of SGA?

The ROC curve showed DLK1 levels to be less predictive of SGA
(Area under the receiver operating characteristic curve -
AUROC = 0.578) than the ultrasound alone model (AUROC =
0.658) (Figure 2). Combining DLK1 levels with the prenatal
ultrasound detection of SGA significantly increased the
prediction of SGA than DLK1 alone (AUROC for ultrasound
associated with maternal DLKI levels = 0.675, p = 0.0002;).
However, DLK1 levels do not add much to the ultrasound
model alone.

DISCUSSION

We showed the maternal level of DLKI to be significantly lower
during the second trimester of pregnancy for women who
delivered a SGA newborn than that of women who delivered
an AGA newborn. However, DLK1 levels were less predictive of
SGA than ultrasound alone and combining DLK1 levels with
ultrasound did not add much to the predictive value of
ultrasound data alone. We observed a decrease in the level of

DLK1 of the same magnitude in cases of SGA with placental
vascular dysfunction as those due to other causes.

DLK1 Levels in 2nd Trimester of Gestation
Are Associated With SGA

Our results show an association between DLKI1 levels in
pregnancy during the 2" trimester of gestation and SGA,
which was first described by Cleaton et al. for DLK1 levels
measured during the 3™ trimester of gestation (20). They
reported lower levels of DLK1 at 36 WG for women who gave
birth to SGA children in a study that included 45 women who
delivered a SGA newborn and 43 matched controls. Recently,
McDonald et al. confirmed lower DLK1 levels at 36 WG for
women with SGA children in a cohort of 105 SGA and 245
controls. They also reported that DLKI levels were already
significantly reduced at 28 WG in women who delivered a
SGA infant in a sub-group of 84 SGA cases and 132 controls
(24). With a larger cohort and earlier in pregnancy than Cleaton
and McDonald, our study confirms the association of DLK1
levels with SGA. The demonstration of such an association at an
early stage in pregnancy should be beneficial for the management
of newborns.

However, it is not well established whether the reduction of
circulating maternal DLK1 levels during pregnancy causes fetal
growth restriction or whether the low weight of the fetus and the
placenta diminishes maternal DLK1 levels. An important clue to

TABLE 3 | Multivariable logistic regression analyses of DLK1 as a predictor of risk of SGA (N = 560).

Odds Ratio [95%IC] p-value
DLK1 (for 1 ng/mL) 0.97 [0.95 - 0.99] 0.003
Separately according to center
Poitiers (n = 232) 0.97 [0.940 - 1.000] 0.052
Nancy (n = 328) 0.97 [0.946 - 0.996] 0.025
DLK1 Quartiles (ng/mL) 0.013
Q1 <22.85 1.98 [1.15 - 3.37]
Q2 22.85-28.05 1.75 [1.03 - 2.96]
Q3 28.05-35.20 1.52 [0.90 - 2.54]
Q4 >35.2 ref

Models consist of unconditional logistic regressions adjusted for matching variables:

center, sex of the child, maternal age, gestational age at sampling, maternal BMI. Ref, reference.
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FIGURE 2 | Receiver operating characteristic (ROC) curves for the predictive
performance of DLK1 alone (— — —, red), ultrasound data (fetal head
circumference, fetal abdominal circumference, femur length, and gestational
age at measurement) alone (— - —, green), and DLK1 and ultrasound data
combined (———, blug). (N = 180 cases, 340 controls).

address this question would be provided by determining the
source of maternal DLK1 during pregnancy. Circulating DLK1
levels are very low in non-pregnant women and substantially
increase during pregnancy (20, 24, 28). Maternal DLK1 levels
have been reported to be significantly higher in twin pregnancies
than normal singleton pregnancies after 17 WG (29). Overall,
these data suggest that maternal DLK1 measured during the 2nd
and 3rd trimester originate from the fetus or the placenta.
Cleaton et al. hypothesized that the source of maternal
circulating DLK1 is the fetus, and not the placenta, based on
data from murine models with conditional deletion of DIkI (20).
However, more recent data from humans have shown that DLK1
is present in the extra-embryonic tissue as early as 5 WG and
remains detectable until birth (18, 30). Other studies have
reported that placental expression of DLKI is associated with
fetal growth. One study reported a two-fold increase in the
placental expression of DLKI in large for gestational age
newborns (birth weight > 90th percentile) (31) and another
reported significantly lower DLK1 expression in the placentas of
mothers who gave birth to SGA than those who gave birth to
AGA infants (32). MacDonald et al. showed a positive
correlation between maternal circulating DLK1 levels and
placental weight and that DLK1 is secreted by the human
placenta in in-vitro studies (24). Overall, these data at least
partially support a placental origin of maternal circulating
DLK1 in humans.

Circulating DLK1 Levels at 26 WG Are
Associated With SGA Independently of
Signs of Placental Vascular Dysfunction
Data in the literature are contradictory on the association
between maternal circulating DLKI1 levels and placental
vascular dysfunction. Cleaton et al. reported highly reduced
DLK1 levels only in cases of SGA with placental vascular
dysfunction, but no significant difference in maternal
circulating DLK1 levels between SGA due to other causes and
controls. MacDonald et al. found no relationship between
circulating DLK1 levels and ultrasound measures of placental
vascular dysfunction in a cohort of 63 women at 36 WG. Unlike
Cleaton et al., we did not observe a significant difference in DLK1
levels between SGA with placental vascular dysfunction and SGA
due to other causes in our cohort, in which 32.6% of SGA cases
showed signs of placental vascular dysfunction. But we
confirmed the results of MacDonald et alin a larger cohort.
However, the definition of SGA with placental vascular
dysfunction is not consensual and differs widely depending on
the study. In the study of Cleaton et al., SGA with placental
vascular dysfunction was defined as SGA with high-resistance
uterine artery flow, high-resistance umbilical artery flow, or low
abdominal circumference growth velocity. Fifty-three percent of
SGA cases were defined as SGA with placental vascular
dysfunction in the study of Cleaton et al. In contrast,
McDonald et al. reported only 6.3% of SGA with placental
vascular dysfunction, defined as a low cerebroplacental ratio.

Regardless of birth weight, the association between DLK1 levels
and placental vascular dysfunction has been documented by
several studies. In a study that included 102 pregnant women,
the median DLK1 serum concentration during pregnancy was
significantly lower for women with preeclampsia than healthy
pregnant women, even after adjustment for gestational age at
blood sampling and birth weight (30). Schrey et al. reported lower
placental expression of DLK1, primarily in the endothelium and
cytotrophoblast, following immunohistochemistry of 40 placental
biopsies of healthy pregnant women and speculated that aberrant
cytotrophoblast development and endothelial dysfunction in
preeclampsia may contribute to reduced placental expression of
DLKI1 in SGA fetuses.

DLK1 as a Predictive Biomarker of SGA?
Using the combination of ultrasound data with a blood test that
indicates placental dysfunction is a promising approach for the
prediction of SGA (1). The measurements in maternal blood of
various proteins or hormones produced by the placenta which
are modified in the case of placental vascular dysfunction
(pregnancy-associated plasma protein A - PAPP-A, soluble
fms-like tyrosine kinase-1 -, sFLT1, placental growth factor -
PIGF ...) have been tested to identify women at risk of this
adverse pregnancy outcome leading to FGR, stillbirth, and
preeclampsia. But to date, none is used in clinical practice to
predict the risk of SGA with or without FGR (1).

In our study, DLK1 level cannot be considered as a biomarker
of SGA, as previously reported by Cleaton et al. and McDonald
et al. (20, 24). DLK1 level is less predictive of SGA than
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ultrasound alone, and DLK1 level does not add much to the
predictive value of ultrasound model alone.

The accuracy of detecting SGA for each woman could be
enhanced by using ultrasound and following individual trends in
the level of DLK1 during pregnancy. Indeed, we have observed a
perfect exponential increase in the level of DLK1 when measured
each four weeks during pregnancy in a woman who gave birth to
an AGA child (unpublished data), offering promising perspectives.

Strengths and Limitations

Our study is based on a well-characterized prospective cohort,
which allowed us to measure maternal circulating DLK1 levels in
a large sample of 193 cases if SGA and 370 matched controls.
Maternal levels of DLK1 remained lower in women who
delivered SGA than controls when considering the two centers
of inclusion separately, showing that our results are robust. We
found no association between maternal DLK1 level and placental
vascular dysfunction for SGA children. This may have been due
to the limited number of subjects with placental vascular
dysfunction and the resulting lack of power. Nonetheless, the
DLK1 levels for these subjects were very close to those of SGA
due to other causes, making this hypothesis unlikely. Also, due to
the design of the EDEN cohort and the information collected,
data about the placental histopathology were not available.

CONCLUSION

DLK1 levels at 26 WG are associated with SGA at birth,
independently of signs of placental vascular dysfunction.
However, DLK1 alone cannot predict the risk of SGA.
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IV.  Conclusions et perspectives

Nous avons observé une diminution significative des concentrations sériques de DLK1 a 26 SA
dans le sang des meres ayant donné naissance a des nouveau-nés PAG. Nos données viennent
confirmer les données de Cleaton et al. et McDonald ef al., au sein d’une cohorte plus
importante, et a un terme plus précoce, ce qui peut avoir un impact sur la prise en charge de ces
gestations. Comme McDonald et al., nous n’avons pas retrouvé de différence significative entre
les concentrations sériques de DLKI en cas de nouveau-né PAG avec ou sans signe
d’insuffisance vasculaire placentaire.

Bien que significativement diminuées dans le sérum des meres ayant donné naissance a des
nouveau-nés PAG, les concentrations sériques de DLK 1 ne présentent pas une sensibilité et une
spécificité suffisantes pour le dépistage des feetus PAG. Cela ne permet pas de considérer DLK 1
comme un biomarqueur de la croissance feetale et son utilisation dans la pratique clinique. La
mesure des concentrations sanguines maternelles de DLK1 a 26 SA couplée au dépistage
échographique actuellement recommandé augmente trés modérément la sensibilité du dépistage
des feetus PAG. Enfin, I’évolution parfaitement polynomiale (R?>=0.98) des concentrations
sériques de DLK1 chez une femme enceinte a titre individuelle (Fig.28) laisse penser que la
mesure des concentrations de DLK1 circulant dans le sang maternel a intervalles réguliers
pendant la gestation, pourrait refléter la croissance intra-utérine et permettre selon 1’évolution

de la courbe individuelle de dépister les feetus avec RCIU.
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Figure 28 : Evolution des concentrations de DLK1 circulant chez une femme au cours de la
gestation entre 14 et 31 SA. Les prélévements ont été réalisés chez une volontaire ayant donné

son consentement, dans le cadre du dépistage mensuel de 1’infection a Toxoplasma gondii.
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APPROCHE TRANSLATIONNELLE, DEUXIEME PARTIE :

DLK] : un géne candidat de retard de croissance intra-utérin ?
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I. Contexte clinique et scientifique

Comme exposé dans la partie ‘Etat des connaissances’, les modéles murins d’invalidation de
DIkl suggérent un role de DIkl dans la croissance feetale (Moon et al., 2002). En effet, les
souriceaux DIkI-/- ou avec invalidation de I’allele paternel présentent un RCIU (Moon et al.,
2002). En revanche, aucune mutation de DLK/ n’a ét¢ identifiée a ’heure actuelle en pathologie
humaine chez des patients présentant un RCIU. Des remaniements (~délétion de 14-kb et
duplication de 269bp) et des mutations de DLKI (p.Gly199Alafs*11, p.Val271Cysfs*14, and
p-Prol60Leufs*50) ont été identifiées chez des patients présentant une puberté précoce non
syndromique (Dauber et al., 2017; Gomes et al., 2019; Montenegro et al., 2020). Les données
concernant les biométries de naissance ne sont documentées que pour un certain nombre de ces
patients, parmi ceux-ci, aucun n’était PAG.

Afin de documenter le role de DLKI dans la croissance feetale, nous avons recherché des
mutations de ce geéne au sein d’une cohorte de patients présentant un RCIU. Du fait de la
révolution biotechnologique apportée ces derni¢res années par le séquencage haut débit, nous
avons décidé d’intégrer DLKI dans un séquencage de panel de genes dont les mutations sont
responsables de RCIU (génes dits « de diagnostic ») ou dont les modéles murins d’invalidation
ou I’¢étude des voies de signalisation in vitro sont en faveur d’un role de ces génes dans la
croissance feetale (genes dits « de recherche »).

Les technologies de séquencage haut débit permettent actuellement d’améliorer le rendement
diagnostique par le s€équencage simultané d’un grand nombre de génes. La mise au point de la
premicre méthode de séquencage de I’ADN basée sur une polymérase et des nucléotides
radioactifs par Frederick Sanger en 1977 a permis de réaliser le premier s€équencage du génome
humain au cours du « Human Genom Project » en 13 ans et avec un cott de 13 milliards de
dollars (Istrail et al., 2004). Bien que le séquengage Sanger soit encore utilisé en pratique

courante médicale, les progres technologiques et la mise au point de techniques de séquencage
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a haut débit permettent aujourd’hui de séquencer le génome humain en quelques heures. Le
séquencage ciblé de genes lors de recherches diagnostiques étiologiques et 1’approche ‘gene
candidat’ laissent désormais souvent la place a des techniques de séquengage simultané de
plusieurs geénes (panel), d’exome entier (WES ou « whole exome sequencing ») ou de génome
entier (WGS ou « whole genome sequencing »). Ces approches possédent plusieurs avantages.
En pratique diagnostique, le s€quencage haut débit permet de séquencer dans un méme temps
des dizaines ou des centaines de genes dont des mutations peuvent €tre a 1’origine des
manifestations présentées par un patient, et présente donc comme avantage un gain de temps
majeur comparativement a une approche de séquencage Sanger gene apres gene. Le WES
permet également de rechercher trés rapidement des mutations de genes sans orientation
préalable du diagnostic (Meienberg et al., 2016). Le principal inconvénient de cette technique
est la gestion des données secondaires liées a I’identification de variants dans des génes non
liés avec la symptomatologie ayant fait 1’objet de la recherche étiologique (a titre d’exemple,
identification d’un variant pathogéne de BRCA2, géne de prédisposition a certaines tumeurs,
chez un patient dont I’exome a été séquencé pour la recherche d’une cause moléculaire d’un
retard de croissance) (Saudi Mendeliome Group, 2015).

Cette partie de mon travail expérimental comprend deux volets. Le premier volet a fait 1’objet
de la mise en place du séquengage haut débit d’un panel de génes associés au RCIU, a la fois a
visée de diagnostic et de recherche. Nous avons fait le choix de développer un séquencage de
panel de geénes et non pas un séquengage d’exome afin de faciliter la gestion des données
secondaires. A 1’issu d’un travail de recherche bibliographique, nous avons déterminé un panel
de genes d’intérét pouvant étre impliqués dans des anomalies de la croissance feetale. Le
deuxiéme volet a consisté a utiliser le séquencage de ce panel de génes dans une cohorte de
patients présentant un SRS. En effet, le laboratoire d’accueil possédant une cohorte de plusieurs

centaines de patients adressés pour une suspicion de SRS avec RCIU et sans diagnostic

88



moléculaire identifi¢ (pas d’anomalie de méthylation en 11pl5 ou 14q32, pas de disomie
uniparentale du chromosome 7 et pas de mutation d’/GF2), nous avons réalisé le séquencage
de ce panel de geénes, dont le géne DLKI, chez 132 patients issus de cette cohorte. Dans ce

travail, nous ne développerons que les analyses concernant le géene DLK].

L’analyse du séquengage de ce panel de génes chez ces 132 patients n’a pas permis d’identifier
de variation pathogéne au sein de DLKI. Cette analyse a fait 1’objet de la publication
‘Screening for DLKI mutations in small for gestational age patients scoring for Silver-

Russell syndrome. Pham A. et al.” dans le journal ‘European Journal of Human Genetics’.

La mise en route de ce séquengage de panel de génes au sein du laboratoire a fait 1’objet de
discussions avec nos partenaires du réseau européen COST (coopération européenne en
sciences et technologies) afin de définir, de fagon consensuelle, une liste de génes a séquencer
dans le cadre d’un RCIU avec suspicion de SRS sans anomalie de méthylation. Ces discussions
ont abouti a larédaction de I’article ‘Genes to be evaluated when using NGS (next generation
sequencing) based technologies in Silver-Russell syndrome and its differential diagnoses:
a joint strategy. Pham A. et al.” qui sera soumis dans les prochaines semaines, apres relecture

et validation de tous les auteurs du réseau COST.
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Screening of patients born small for gestational age with
the Silver-Russell syndrome phenotype for DLK1 variants
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Silver—Russell syndrome (SRS) is a rare imprinting disorder associated with prenatal and postnatal growth retardation. Loss of
methylation (LOM) on chromosome 11p15 is observed in 40 to 60% of patients and maternal uniparental disomy (mUPD) for
chromosome 7 (upd(7)mat) in ~5 to 10%. Patients with LOM or mUPD 14932 can present clinically as SRS. Delta like non-canonical
Notch ligand 1 (DLKT) is one of the imprinted genes expressed from chromosome 14q32. DIk1-null mice display fetal growth
restriction (FGR) but no genetic defects of DLKT have been described in human patients born small for gestational age (SGA). We
screened a cohort of SGA patients with a SRS phenotype for DLKT variants using a next-generation sequencing (NGS) approach to
search for new molecular defects responsible for SRS. Patients born SGA with a clinical suspicion of SRS and normal methylation by
molecular testing at the 11p15 or 14932 loci and upd(7)mat were screened for DLKT variants using targeted NGS. Among 132
patients, only two rare variants of DLKT were identified (NM_003836.6:c.103 G > C (p.(Gly35Arg) and NM_003836.6: c.194 A> G p.
(His65Arg)). Both variants were inherited from the mother of the patients, which does not favor a role in pathogenicity, as the
mono-allelic expression of DLKT is from the paternal-inherited allele. We did not identify any pathogenic variants in DLKT in a large
cohort of SGA patients with a SRS phenotype. DLKT variants are not a common cause of SGA.

European Journal of Human Genetics; https://doi.org/10.1038/s41431-021-00927-5

INTRODUCTION

Fetal growth restriction (FGR), defined as the failure of the fetus to
reach its genetically determined growth potential, is one of the
most common causes of perinatal mortality and morbidity [1]. It
results from multiple causes, such as genetic and epigenetic
alterations, the environment, hormonal dysregulation, or placental
vascular dysfunction. More than 150 genetic disorders have been
associated with FGR [2].

Silver-Russell syndrome (SRS, OMIM #180860) is a rare but
well known imprinting disorder [3]. Clinical diagnosis of SRS is
considered if a patient shows at least four of the six criteria of
the Netchine-Harbison clinical scoring system (NH-CSS) [3, 4],
which includes pre- and postnatal growth retardation, relative
macrocephaly at birth, body asymmetry, protruding forehead,
and early feeding difficulties. An underlying molecular cause is
identified in ~60% of patients with SRS [3, 5]. Among them, loss
of methylation (LOM) at H19/IGF2:IG-DMR (also called ICR1) on
chromosome 11p15 (11p15 LOM) is observed in 40 to 60% and
maternal uniparental disomy (mUPD) for chromosome 7 (upd(7)
mat) in ~5 to 10% [3, 5-7]. The recent international consensus of
SRS recommends additional molecular testing in cases of normal
methylation on chromosomes 11 and 7, including screening of
cyclin D kinase inhibitor 1c (CDKN1C) and insulin-like growth
factor 2 (IGF2) genes [8, 9]. Since the first consensus on SRS, new

molecular defects have been identified in high mobility group
AT-hook 2 (HMGA2) and pleiomorphic adenoma gene 1 (PLAGT)
in patients with a clinical presentation of SRS [10, 11]. The recent
use of next-generation sequencing (NGS) for SRS patients
has improved the molecular diagnosis [12-16], but more
than 30% of patients with SRS remain without an identified
molecular cause.

Temple Syndrome (TS) is another rare cause of prenatal and
postnatal growth restriction caused by disruption of the 14q32
imprinted region. In this region, MEG3/DLK1:IG-DMR is normally
methylated on the paternal allele [17], resulting in Delta like non-
canonical Notch ligand 1 (DLK1), retrotransposon Gag like 1 (RTLT),
and lodothyronine Deiodinase 3 (DIO3) expression from the
paternal allele [18]. In contrast, long noncoding RNAs (maternally
expressed 3 (MEG3) and maternally expressed 8 (MEGS8)), microRNAs,
and small nucleolar RNAs are expressed by the unmethylated
maternal allele (Fig. 1). mUPD of chromosome 14 (upd(14)mat),
hypomethylation of MEG3/DLK1:IG-DMR, and paternal deletion of
this region all lead to the phenotype of TS. Clinical overlap
between SRS and TS has been described and Geoffron et al.
reported 73% of patients with 14q32 disruption scoring positively
for SRS, with a NHCSS >4/6 [19-22]. According to Geoffron et al.,
14932 disruption may be considered to be an alternative
molecular cause of SRS and MEG3/DLK1:1G-DMR methylation
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Fig. 1 Schematic representation of the imprinted domain of the 14q32 region. The black line “IG-DMR" indicates the differentially
methylated region (the imprinting control center of 14g32, named IG-DMR methylated on the paternal allele). The star represents methylated
DMR. Black boxes indicate genes expressed from the paternal (pat) allele (DLK1, RTL1, and DIO3). White boxes indicate genes expressed from
the maternal (mat) allele (the non-coding genes MEG3 and MEGS, and a cluster of snoRNAs and miRNAs).

should be tested in cases of negative results for other molecular
testing of SRS patients [3].

DLKT1 is widely expressed during fetal development. It encodes a
transmembrane glycoprotein with six epidermal growth factor
(EGF)-like motifs in its extracellular domain, a juxtamembrane
region with a TACE-mediated cleavage site, a single transmem-
brane domain, and a short cytoplasmic tail [18]. The exact function
of DLKT1 is uncertain but it is involved in adipogenesis and appears
to play an important role in preserving the pool of various
progenitor cells until they differentiate [18]. With the generation of
DIk1-knockout mice, Moon et al. demonstrated overlapping
phenotypes between DIk7-null mice and human upd(14)mat,
including growth retardation. They hypothesized that loss of DIk1
expression may be responsible for most of the symptoms
observed in human upd(14)mat [23]. Paternally inherited DLKT
variants have been recently identified in patients with central
precocious puberty (CPP) but no growth retardation [24, 25].
Genetic defects of DLKT have never been described in patients
with FGR.

We screened DLKT variants in a cohort of patients born SGA
with a SRS phenotype using a NGS approach to search for new
molecular defects responsible for SRS and assess the role of DLK1
in fetal growth.

METHODS

Population studied

Patients included were referred to our molecular laboratory because they
were born SGA (birth length and/or weight with a standard deviation score
(SDS) < —2 [26]) with a clinical suspicion of SRS. Patients born SGA with a
NH-CSS =4/6 or a NH-CSS =3/6 with a strong clinical suspicion of SRS
(relative macrocephaly and/or protruding forehead), negative molecular
testing for H19/IGF2:IG-DMR (11p15.5) and DLK1/MEG3:IG-DMR (14q32.2)
LOM and upd(7)mat, and negative molecular testing for CDKN1C, IGF2,
HMGA2, and PLAGT variants were included in this study. Written informed
consent for participation was received from all patients or parents, in
accordance with national ethics rules (Assistance Publique-Hopitaux de
Paris authorization no. 681). Patients were either followed at Armand
Trousseau Children’s Hospital or referred by other clinical centers for
molecular analysis. Postnatal growth parameters are expressed as SDS
according to charts by Sempé and Pedron [27]. Blood samples were
collected during routine biological follow-up at clinical visits. DNA was
extracted in our laboratory from peripheral blood samples using an in-
house protocol after cell lysis by a salting-out procedure, as previously
described [28, 29].

Next-generation sequencing

DLKT was sequenced as a SRS candidate gene using targeted sequencing.
Library preparation, gene enrichment, sequencing, and data analysis were
performed by IntegraGen SA (Evry, France) or by our laboratory with a
pipeline designed by SOPHiA GENETICS (Lausanne, Switzerland).

Sanger sequencing
Variations of DLK1 identified through NGS were verified for the probands
and their parents by Sanger sequencing using the ABI PRISM Big Dye
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Terminator v3.0 Cycle Sequencing Kit and an ABI 3100 Genetic Analyzer
(Life Technologies, Courtaboeuf, France).

In silico analysis

The allele frequency was checked in the GhomAD database (online https://
gnomad.broadinstitute.org/) to predict the functional consequences of
any identified DLKT variants. Interspecies alignment of DLKT was
performed using Clustal Omega (online tool from The European
Bioinformatics  Institute (EMBL-EBI), http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalo/) and damage prediction scores were obtained using the
Polyphen-2 bioinformatic tool [30]. Variants were also classified as benign
or likely benign, pathogenic or likely pathogenic, or of uncertain
significance following the American College of Medical Genetics and
Genomics and the Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP)
classification of variants [31]. Six main categories are evaluated according
to these guidelines: population data (prevalence of the variant in control
populations), computational in silico predictive data, functional character-
ization, segregation, de novo data, and allelic data.

Statistical analysis

Characteristics of the population are described as percentages for
qualitative variables or as the SDS and mean (range) for quantitative
variables.

RESULTS

Clinical characteristics of patients screened for DLK1 variants
Samples from 132 patients referred for molecular genetic testing for
SRS and without disturbances of 11p15 and 14932 methylation or
upd(7)mat were analyzed using a targeted NGS-based approach
(93 by Integragen and 39 using the pipeline of SOPHIA GENETICS).
Clinical data for at least four NH-CSS criteria were available for all
patients and was complete (all six criteria available) for 61 (46%). All
patients were born SGA. Patient characteristics are presented in
Tables 1 and 2.

Screening for DLK1 variants

Among the 132 patients born SGA with a clinical suspicion of SRS,
only two rare heterozygous variants of DLKT were identified in two
independent patients (NM_003836.6:c.103 G > C, p.(Gly35Arg) and
NM_003836.6: ¢.194 A > G, p.(His65Arg)).

Phenotype of patients with identified DLK7 variants

Patient 1 was the third female child of two non-consanguineous
parents. The proband’s parents were healthy. The final height of
the father was 176 cm (0.2 SDS) and that of the mother 152 cm
(—2.0 SDS). Proband’s mother was not born SGA and had no
clinical features of SRS. The proband’s sisters were healthy,
without prenatal or postnatal growth restriction. Patient 1 was
born at 36 + 2 weeks of amenorrhea (WA). Her birth weight was
1930g (—1.9 SDS), birth length 41 cm (—3.6 SDS), and head
circumference 31 cm (—1.6 SDS). She did not experience catch up
growth, with a height of 98.5cm (—3.3 SDS), weight of 13.5 kg
(—3.4 SDS), and head circumference of 49 cm (—1.5 SDS) at 6 years
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Table 1. Anthropometric data at birth for patients included in the
analysis.

n Mean (Min-Max) < -2 SDS (%)
Gestational age at 133 37 (26-42)
birth (weeks)
Weight (g) 130 1874 (530-3170)
Weight (SDS) —2.6 (—6.0 to 1.8) 89 (68%)
Length (cm) 125 409 (30-48)
Length (SDS) —3.7 (—8.6to —1.2) 118 (94%)
Head 126 30.7 (21-38)
circumference (cm)
Head -1.8 (-52t0 1.8) 48 (38%)

circumference (SDS)
SDS standard deviation score.

Table 2. Clinical features and NH-CSS for patients included in the
analysis.

n (%)

132/132 (100%)
93/128 (73.0%)
95/105 (90.0%)
113/128 (88.0%)
54/74 (73.0%)
7/127 (5.5%)

SGA (BW and/or BL < —2SDS for gestational age)
Relative macrocephaly at birth

Postnatal growth failure

Feeding difficulties and/or low BMI

Protruding forehead

Body asymmetry

NH-CSS =3 60 (45.5%)
NH-CSS =4 48 (36.4%)
NH-CSS =5 22 (16.6%)
NH-CSS =6 2 (1.5%)

SGA small for gestational age, BW birth weight, BL birth length, SDS
standard deviation score, BMI body mass index, NH-CSS Netchine-Harbison
clinical scoring system.

of age. She had no other remarkable features. She was not treated
by growth-hormone (GH) therapy. She had feeding difficulties and
a protruding forehead and fulfilled five of the six criteria of the
NH-CSS. NGS sequencing of DLK1 revealed the heterozygous
NM_003836.6: c.103 G > C variant located in exon 2, predicting an
amino acid substitution at codon 35 (p.(Gly35Arg)). Gly35 is
located within the first EGF-like motif in the extracellular domain
of DLK1. This variant was inherited from her healthy mother, who
carried the same heterozygous variant (Fig. 2).

Patient 2 was the first female child of two non-consanguineous
parents. The mother's final height was 169cm (1.0 SDS). The
proband'’s father was born SGA at 35 WA (birth weight and height
were 1290g (—34 SDS) and 38cm (—4.7 SDS)), but his head
circumference at birth was uknown and we do not know if he had
protruding forehead between 1 and 3 years. The proband’s father
had no feeding difficulties during childhood and initially experi-
enced catch-up growth with a height at —1 SDS between 10 and 14
years of age, but his final height was only 163 cm (—2.0 SDS). He was
not treated with GH therapy. NH-CSS of proband'’s father was 1/4.
Patient 2 was a 29 WA-preterm girl with a birth weight of 920 g
(—1.9 SDS), birth length of 34 cm (—3.0 SDS), and head circumfer-
ence of 25cm (—1.2 SDS). SGA was diagnosed in the second
trimester of gestation. She did not develop feeding difficulties but
had a protruding forehead. By 16 months of age, she had not
experienced catch-up growth, with a height of 68.5 cm (—3.0 SDS)
and a head circumference of 44.5 cm (—1.0 SDS). She was suspected
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of having SRS, with a NH-CSS = 4/6 and fifth finger clinodactyly. At 5
years of age, she experienced premature adrenarche without
precocious puberty, responsible for catch-up growth, with a height
of 105.4 cm (—0.8 SDS). NGS sequencing of DLK1 revealed that she
carried a heterozygous NM_003836.6:c.194 A > G variation in exon 3
of DLK1, predicting an amino acid substitution at codon 65 (p.
(His65Arg)). His65 is located within the second EGF-like motif of the
extracellular domain of DLK7. This variant was inherited from her
healthy mother who carried the same heterozygous variant (Fig. 2).

In silico analysis of the two DLK1 variations

The two variants NM_003836.6:c.103G>C p.(Gly35Arg) and
NM_003836.6: c.194 A> G p.(His65Arg) are described in GnomAD
and dbSNP (rs762558665 and rs147224004) with an allele frequency
in the general population of 7.0 x 107 and 4.7 x 10™*, respectively.
Interspecies alignment of the amino acid sequences of DLKT showed
that residue Gly35 is invariant in vertebrates. The variation
NM_003836.6:c.103 G > C p.(Gly35Arqg) is predicted to be probably
damaging, with a score of 1.000 by the Polyphen-2 bioinformatic
tools of variation damage prediction. This variant is classified as a
variant of uncertain significance (class 3) according to the ACMP/
AMP classification (PM2-PP3).

Residue His65 is conserved only within Pan Troglodytes.
Polyphen-2 predicted the variation p.His65Arg to be benign, with
a score of 0.215. Variant NM_003836.6: c.194 A > G p.(His65Arg) is
classified as likely benign (class 1) according to the ACMP/AMP
classification (PM2-BP4-BS4).

The two variants NM_003836.6:c.103 G > C p.(Gly35Arg) and
NM_003836.6: c.194A>G p.(His65Arg) were not described
in ClinVar. We submitted it (submission SUB9482112 and
SUB9433818).

DISCUSSION

We found two rare heterozygous variants of DLKT in a cohort of
132 SGA patients with clinical suspicion of SRS and no identified
molecular defects. The variants have already been reported in
databases but with a low frequency. However, caution should be
paid about variants frequencies regarding imprinted genes, as
such a variant might have a different clinical impact depending on
the maternal or paternal inheritance. Segregation analysis did not
favor a pathogenic effect of these two variants, as they were both
on the maternal allele, which is silent due to the maternal imprint
of this gene. Thus, we did not identify any pathogenic DLK1
variants in our cohort.

No variants of DLK1 have been reported in SGA patients. Dauber
et al. identified a complex defect of DLK1 (14-kb deletion and 269-
bp duplication) in four patients with familial CPP. The four patients
did not show prenatal or postnatal growth failure, and other
classical clinical features of Temple or SRS, such as feeding
difficulties, facial dysmorphia, precocious obesity, and relative
macrocephaly, were excluded [24]. Gomes et al. identified three
frameshift variants of DLKT (NM_003836:c.594_594delC p.
(Gly199Alafs*11), NM_003836:c.810_810delT p.(Val271Cysfs*14),
and NM_003836:¢.479_479delC p.(Pro160Leufs*50)) in five women
from three families with CPP. Among them, three experienced
postnatal growth failure, but no data were available about birth
weight or length [25]. Montenegro et al. described a deletion
(c.401_404 + 8del) in the splice-site junction of DLKT in a girl with
sporadic CPP without postnatal growth failure. No data about
prenatal growth were available for this patient [32].

The role of DLK1 in fetal growth is not well established. Murine
models have suggested a role for DIk1 in fetal and postnatal growth.
Indeed, DIki-null mice and heterozygous mice with paternal
inheritance of the Dlki-knockout allele showed prenatal and
postnatal growth restriction [23, 33]. By contrast, heterozygous mice
with maternal inheritance of the Diki-knockout allele did not
experience growth restriction. Moreover, it has been demonstrated
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Fig. 2 Intrafamilial segregation of variants. Intrafamilial segregation of variants NM_003836.6:c.103 G > C p.(Gly35Arg) of DLK1 in family 1 (a)
and NM_003836.6: c.194 A > G p.(His65Arg) of DLK1 in family 2 (b). The two variants were inherited from the mother of the patients. In black,

patients born SGA.

that DIk1 promotes Gh expression. Dlk1-null mice showed reduced
pituitary GH content and mice overexpressing DIk1 had excessive
pituitary and circulating levels of GH [33, 34]. The modulation of GH
levels could explain, at least in part, the postnatal growth failure of
mice lacking DIk1, but not the prenatal growth failure. During fetal
life, DIk1 is expressed in the placenta in the endothelial cells of the
placental labyrinth but is not required for its development [18]. Mice
with a conditional deletion of DIk7 in placental endothelial cells did
not show FGR [35]. Reduced DLK1 levels in maternal blood samples
have been shown in the second and third trimester of gestation
with FGR [36, 37]. However, a causal relationship between low DLK1
levels and FGR has not been demonstrated or whether DLK1 levels
simply reflect fetal weight.

SPRINGER NATURE

To date, less is known about the contribution of individual genes
of the 14932 domain in the TS phenotype and the overlapping
features with SRS. FGR could, for example, be explained by the
action of several genes of the 14932 domain in concert with genes
in other imprinted domains [38]. Indeed, Abi Habib et al. demon-
strated that overexpression of MEG3 and MEG8 in TS patients with
14932 hypomethylation is associated with downregulation of IGF2
transcription from the 11p15 imprinting region [28].

In conclusion, we did not identify any variants in DLKT in a cohort
of 132 patients with suspected SRS. Although we screened a large
cohort of patients for DLK7 variants, we cannot rule out the possibility
of a role of DLK1 in fetal growth and the SRS phenotype. However, a
frequent contribution of DLKT variants among the molecular causes of
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SRS is unlikely. We did not identify a new molecular cause of SRS by
the targeted NGS approach. Whole exome and genome sequencing
and characterization of the entire methylome offer promising
perspectives for the identification of new molecular causes of SRS.
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INTRODUCTION

Imprinting disorders are a group of diseases which commonly impact growth, pubertal and
cognitive development, metabolism and behaviour (Eggermann et al., 2015). They are caused
by disruption of imprinted genes, i.e. genes which are expressed in a mono-allelic manner,
depending on the parental origin of the allele (DeChiara et al., 1991). Abnormal expression or
function of these genes can be secondary to structural variations (such as micro-deletions/-
duplications), intragenic variants, uniparental disomy (UPD) or epigenetic defects such as gain

or loss of methylation at the differentially methylated regions in imprinting centres.

One of the most studied imprinting disorders is Silver Russell syndrome (SRS, OMIM
#180860). Six criteria have been selected for a clinical definition of SRS: small for gestational
age, postnatal growth retardation, feeding difficulties and/or low body mass index (BMI) in
early life, relative macrocephaly at birth, protruding forehead and body asymmetry (Azzi et al.,
2015; Wakeling et al., 2017). SRS is a clinical diagnosis, and it is considered if a patient scores
at least four of these six criteria (Netchine Harbinson clinical scoring system (NH-CSS)). If
molecular tests are normal and differential diagnoses have been ruled out, patients scoring at
least four, including both prominent forehead and relative macrocephaly at birth should be
diagnosed as clinical Silver—Russell syndrome (supplementary table 1) (Azzi et al., 2015;
Wakeling et al., 2017).

In about 60% of patients with a clinical diagnosis of SRS, methylation testing at the 11p15
locus and chromosome 7 will identify the underlying mechanism. The recent international
consensus about SRS (Wakeling et al., 2017) stipulated that methylation testing at these two
loci should be the first line molecular test to be performed. In patients with a clinical diagnosis
of SRS, numerous publications have reported anomalies at chromosome 14q32 (DLKI/MEG3
locus) including maternal uniparental disomy, paternal deletions or loss of methylation at the

DLKI/MEG3:1G-DMR, that have been until recently associated mostly with the diagnosis of
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Temple Syndrome. Additionally, further molecular tests including testing for UPD of
chromosomes 16 and 20, IGF2 and CDKNIC variants or methylation defects of 11p15 in an
alternative tissue have been proposed. Since the first consensus on SRS, new molecular defects
have been identified in patients with a clinical presentation of SRS.

The clinical diagnosis of SRS might be obvious for some patients who fulfil all the clinical
criteria. However, a growing number of patients are referred for molecular testing of this rare
disorder because of a clinical suspicion of SRS, though they do not meet the consensus criteria
for diagnosis Moreover, with the exception of body asymmetry, individual features of SRS can
been seen in a wide range of conditions, and some are subjective (especially the facial
dysmorphism). Finally, the diagnosis can be difficult in adolescents and adults as some of the

features, including prominent forehead, become less obvious with time.

In the case of syndromic growth retardation, molecular confirmation is of particular importance.
Clinical management, recommendations are established for patients with SRS, and optimise its
outcomes. Furthermore, SRS is not associated with an increased risk of cancer unlike several
differential diagnoses of SRS. This includes Bloom (OMIM #210900), Nijmegen breakage
(OMIM #251260) or Mulibrey nanism (OMIM #253250) syndromes, which are sometimes
difficult to diagnose clinically. Therefore, distinguishing these rare diseases from SRS is

important, especially with regards to growth hormone therapy.

Considering the growing number of genes that have been identified in patients with a clinical
diagnosis evocative of SRS, and the need for distinguishing SRS from alternative diagnoses,
next generation sequencing (NGS) strategies, including virtual gene panels, exome sequencing
(ES) or whole genome sequencing (WGS), have been established in molecular laboratories
offering molecular diagnostic testing of imprinting disorders. Taking into account the published

articles and the unpublished data obtained in their respective laboratories, a network of
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European experts determined a list of genes that should be included for evaluation in NGS

strategies where first line methylation analysis is normal.

METHODS

A review of the literature in PubMed has been performed with the following key words: “small
for gestational age (SGA)” or “short stature” or ‘“growth failure” or “SRS” and
“mutation/variant” or “NGS” or “Whole exome sequencing/WES” or “Whole genome
sequencing/ WGS” or “molecular defect”. We selected genes in which variants have been
identified in patients referred for SRS, or patients referred for SGA or short stature with a
clinical score for SRS (NH-CSS) = 4/6 (according to clinical data provided in the articles), or
genes implicated in diseases already listed as differential diagnoses of SRS in the international
consensus about SRS. After determining a first list of genes from three reference molecular
laboratories (Aachen, Copenhagen and Paris), web-conferences have been conducted with
paediatricians (E.G, A.P.,1.N), clinical geneticists (E.W., K.T.) and molecular geneticists (F.B.,
TE., K.G., DM., Z.T.). Genes have been sorted as “diagnosis genes” when variants have
already been identified in referred patients for SRS, or “candidate genes” investigated for
research purposes based on their physiological functions. For the genes included in the
diagnosis group, the longest open reading frame transcripts and all coding exons have been
considered in term of molecular diagnosis, in accordance with the European Society of Human

Genetics recommendations.

RESULTS

The list of genes, variations of which should be evaluated in the diagnostic context of SRS, is

represented in table 1.
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By reviewing the literature, we identified 24 genes in which variants have been identified in
patients with clinical features overlapping to those found in SRS patients fulfilling the
consensus NH-CSS clinical criteria. We have divided these genes in four subgroups. We first
identified genes that are associated with the HMGA2-PLAGI-IGF?2 pathway (group 1) or genes
associated with the imprinted network (group 2). All these genes are associated with SRS and
should all be included in the panel. Considering their clinical overlap with SRS, some
monogenic disorders have been referred to in the consensus paper and mentioned thereafter as
“differential diagnoses for SRS (group 3) (review in (Wakeling et al., 2017). Aside these
disorders, some genes have been identified in patients initially diagnosed as SRS/ in patients
with NH-CSS >4 (group 4). This subgroup of disorders includes conditions with additional
features not typical of SRS such as skeletal dysplasias, chromatinopathies (such as KBG,

Kabuki, Cornelia de Lange, Wiedemann Steiner syndromes), Rasopathies or Fanconi anemia.

Considering this stratification, we proposed an adaptation of the consensus flow chart for
investigation and diagnosis of SRS (Wakeling et al., 2017), including an NGS sequencing
strategy (figure 1). Patients scoring positively for a clinical diagnosis of SRS (NH-CSS=4/6, or
=3/6 with continued clinical suspicion of SRS) without body asymmetry and with a negative
molecular test for 11pl15 or 14q32 disturbances and upd(7)mat, should benefit from this
strategy. With the exception of Fanconi syndrome, this list includes the main differential
diagnoses with contraindication to GH treatment: Bloom syndrome, Nijmegen syndrome,

Mullibrey Nannism.

DISCUSSION

The international consensus about SRS recommended screening for intragenic /IGF2 and

CDKNIC variants in SRS patients in case of an absent methylation defect. Since the
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international consensus, variants in several genes have been identified in patients with a NH-

CSS=4/6 expanding the list of single genes associated with a diagnosis of SRS.

De Crescenzo et al. reported the first loss-of-function variant of HMGA?2 in an SRS patient (De
Crescenzo et al., 2015). Several other teams reported HMGA?2 variants in patients with a
clinically diagnostic score for SRS (Abi Habib et al., 2018; Hiibner et al., 2020; Leszinski et
al., 2018). To improve the molecular diagnosis of SRS, several teams have used NGS inpatients
referred with possible SRS. Using ES, Abi Habib et al. reported the first variants of PLAG/ in
humans in four patients with clinical SRS (Abi Habib et al., 2018), emphasizing the role of the
HMGA2-PLAGI-IGF2 pathway in the regulation of fetal growth. In a cohort of 15 patients with
a NH-CSS=>4/6, Meyer et al. identified pathogenic or likely pathogenic variants in BLM (Bloom
syndrome OMIM#210900), ANKRDII (KBG syndrome, OMIM#148050), IGFIR
(OMIM#270450) and TRIM37 (Mulibrey nanism, OMIM #273250) in four patients, using a
targeted NGS approach (Meyer et al., 2017). Using the same approach, Inoue et al. identified
three pathogenic variants in /GFIR (OMIM#270450), PIK3RI (SHORT syndrome, OMIM
#269880) and SRCAP (Floating Harbor syndrome, OMIM #136140) in patients scoring for SRS
(Inoue et al., 2020). Neuheuser et al. performed ES in 47 patients referred for SRS with negative
molecular testing for 11p15, upd(7) and 14q32 and identified likely pathogenic variants in
PCNT (MOPDII, OMIM#210720) and in NF1 in two patents, respectively (Neuheuser et al.,
2019). Using Sanger sequencing, differential diagnoses have been identified in patients referred
for SRS, like variants in COLIAI (type 1 collagenopathy) (Cianci et al., 2013; Parker et al.,
2011), IGF IR (Giabicani et al., 2020, Soellner et al., 2013), OBSLI and CUL7 (3M syndrome,
OMIM #612921) (Akawi et al., 2011; Shaikh et al., 2019), and TRIM37 (Mulibrey nanism

OMIM #253250) (Jobic et al., 2017; Mozzillo et al., 2016).

A review of the literature allowed identification of some patients who were screened for

prenatal and/or postnatal short stature without a diagnosis of SRS, but for whom the NH-CSS
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was retrospectively evocative of SRS. These include an HRAS variant (Costello syndrome,
OMIM#218040) identified in a patient with a NH-CSS of 4/6 and with GH-deficiency (N and
D, 2004), and ORC4 variants (Meier Gorlin syndrome, OMIM#224690) identified in several
patients with a NH-CSS=4/6 (Guernsey et al., 2011). In 2021, supporting previous findings,
Alhendi et al used WGS in a cohort of 72 patients referred with suspected SRS and identified
plausible causative variants in CDKNIC, IGF2, IGF IR and ORC1 in 27% of the patients (Meier

Gorlin syndrome) (Alhendi et al., 2021).

These results illustrate the range of growth disorders that can fall within the differential
diagnosis of SRS. They reflect the difficulty of using only clinical criteria to predict genotype
in this condition because of the relative lack of specificity of some of the clinical criteria for a
diagnosis of SRS. As discussed in the SRS consensus (Wakeling et al., 2017) there are clinical
pointers that are more discriminatory, such as relative macrocephaly at birth and body
asymmetry. The latter is not expected in patients with constitutional pathogenic variants (except
in patients with COLIA1 variants because of the risk of multiple bone fractures (Cianci et al.,
2013)). Thus one of the six criteria of the NH-CSS will be lacking in every case, making NH-

CSS less sensitive for the detection of gene variants compared to methylation anomalies.

The importance of identifying other genetic causes, however, is clear. Several cancer
predisposition syndromes, such as Bloom (OMIM #210900), Nijmegen syndrome (OMIM
#251260) and Mulibrey nanism (OMIM #253250) have already been identified as differential
diagnoses of SRS (Wakeling et al., 2017). A clinical diagnosis of these syndromes can be
difficult but is of importance because of the increased risk of tumor development which might
contraindicate GH therapy. Renes et al. identified variants in BLM in two patients with prenatal
and postnatal growth failure and feeding difficulties, with a NH-CSS score compatible with
SRS (Renes et al., 2013). These two patients received GH therapy starting at ages 5 and 4 years,

respectively. The first patient developed B cell non-Hodgkin lymphoma and died at age 16
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years. The second patient developed photosensitive skin lesions but not tumor. The two patients
did not present with characteristic clinical features of Bloom syndrome, except prenatal and
postnatal growth failure. Meyer et al. identified a homozygous variant in BLM in a patient
referred for SRS with a NH-CSS of 5/6. GH therapy was initiated at 2 years, before the
diagnosis of Bloom syndrome, and pursued until the age of 9 years when the patient developed
a Burkitt lymphoma (Meyer et al., 2017). Him@mdéinen et al. reported a patient with prenatal
growth failure and an initial diagnosis of SRS or 3-M syndrome, in whom the occurrence of
Wilms’ tumor before initiating GH therapy led to the diagnosis of Mulibrey nanism (TRIM37

variant) (Rh et al., 2006).

To improve molecular diagnostics in SRS patients, we provide in this study a list of genes to
evaluate when employing NGS technologies, when a common molecular defect (11pl5,
upd(7)mat, 14q32 disturbances, upd(20 and 16)) could not be identified. When using NGS the
first group of genes to be targeted (using virtual gene panels) should be the 24 genes associated
with SRS or differential diagnoses of SRS, to avoid the difficulty of interpreting variants of

unknown significance and to avoid incidental findings. .

From a research perspective, WES and WGS are promising as they enable identification of
novel causes in an unbiased manner. The key for a successful and efficient NGS data analysis
is the stringent filtering by bioinformatic pipelines which commonly refer to databases of
genetic variants in normal or affected individuals, pathogenicity prediction tools and different
modes of genetic inheritance. With the guidelines for interpretation of genomic variants
suggested by the American College of Medical Genetics (ACMG) a widely accepted system
for variant classification has been developed. Whereas the classification of a variant as
benign/likely benign or pathogenic/likely pathogenic either excludes or confirms its
pathogenicity, the prediction of a considerable number of variants remains ambiguous (so-

called variants of unknown significance — VUS) (Richards et al., 2015). This difficulty to
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provide a reliable prediction estimation of these variants can be due to unambiguously
functional and/or bioinformatic predictions, to their lack in databases or to their localization in
genes which have finally not been proven to cause a disease. Given that a laboratory offering
diagnostic genetic testing should provide evidence-based information on the correlation
between genetic variants in specific genes and clinical features a virtual panel approach is thus,

reasonable.

Finally, laboratories offering genetic tests have to implement a quality management system
covering all steps of the diagnostic workup, starting with pre-analytics (information for the
customers, identification of samples) and continues with wet-lab and bioinformatic data
analyses, data interpretation, participation in external quality assessments, comprehensive
reporting and post-analytics (sample and data management/storage) (Berwouts et al., 2010).
Quality management systems should follow national rules, but it should be based on the latest
version of the ISO15189 standard, which specifies requirements for quality and competence in

medical laboratories.

CONCLUSION

Since the international consensus in 2015, research programs have allowed the identification of
new genes and genetic variants in patients with a clinical suspicion of SRS. Thus, aside
epigenetic anomalies or uniparental maternal disomies, the number of genes that can potentially
be tested has increased, justifying new approaches based on NGS and an adaptation of the

diagnostic procedures that should be proposed.

Despite these recent advances, some patients will remain without a molecular diagnosis,
underlining the importance of continuing research in imprinting disorders. Discovery of new
gene associations will, in turn, feedback into iterative updates of the recommended NGS gene

panel for investigation of patients referred for a possible diagnosis of SRS.
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300 international SRS consensus (Ref Wakeling), including NG sequencing strategy. SRS Silver-
301  Rusell syndrome, NGS : New Generation Sequencing, NH-CSS : Netchine-Harbison clinical
302  scoring system.



HGNC ID SRS or differential LRG Gene Location HGMD Transcript
Gene References
diagnosis (GRCh38) transcript size (bp)
HGNC:21316 No LRG Chromosome 16: Spengler et al. Mol
KBG syndrome (OMIM 89.267.630- Syndromol 2013
ANKRD!1 # 148050) 89.490.561 reverse | NM013275.5 | 9310 Meyer et al. J. of
strand Ped. 2017
HGNC:1058 LRG_20 Chromosome 15:
- Renes et al. JCEM
Bl d .
BLM OMIM 7210900 0816166 forwarg | NMLO000ST3 | 4555 | 2013
( ) orwar Meyer et al. J. of
strand Ped. 2017
HGNC:25367 LRG_1258 Chromosome 19:
cepes #6,410,329- NM_032040.4 | 3334
46.413.564 reverse Akawi et al. Am J
strand. Med Genet 2011
Takizaki et al. Hum
HGNC:21024 3M syndrome No LRG Chromosome 6: Gen Var. 2018
43.037.617- Shagufta et al. J of
CUL7 g
(OMIM #614205 43053945 reverse | "M-0147804 13053 Genet. 2019
#273750 #612921) strand. Hu et al. J Clin Lab
Annals 2020
HGNC:29092 No LRG Chromosome 2: Takizaki et al. Hum
219.550.728- Gen Var. 2020
OBSLI
219.,571.859 reverse NM_015311.2 1943
strand
HGNC:1744 LRG_1257 Chromosome 17:
Meier-Gorlin syndrome - 40287 879 Guernsey et al. Nat
CDC6 204657 forward | NM_001254.3 | 2742 Genet. 2011
(OMIM #224690 L ket forvar Bicknell et al. Nat
#613800 #613803 enet. 2.
Vojtkova et
CDTI HGNC:24576 #613805 #613804) NoLRG | Chromosome 16: NM_030928.3 | 5927 al. Endokrynol Pol.

88.803.789-

2019




88.809.258 forward
strand

HGNC:8487 No LRG Chromosome 1:
52.372.829-
ORC1
52.404 423 reverse NM_004153.3 5520
strand
HGNC:8490 No LRG Chromosome 2:
147.930.396-
ORCH4
148,021,604 reverse NM 0025324 4150
strand
HGNC:17151 No LRG
Chromosome 16:
ORC6 46.689.643- NM_014321.3 1091
46,698 .394 forward
strand.
HGNC:1786 LRG_533 Chromosome 11: Brioude et al. J
2.883.213- Med Genet 2013
2.885.775 reverse Eggermann et al.
CDKNIC strand Trends Mol
SRS NM_000076.2 7366 Med 2014
Wakeling et al.
Nature reviews
2017
HGNC:2197 Osteogenesis Imperfecta/ LRG_1 —(Siélrlogzolsgine 17 Cianci et al. Am J
COLIAI type 1 collagenopathy - NM_000088.3 12262 Med Genet 2013
50.201.632 reverse
(OMIM #166200) d Parker et al. Am J
stran Med Genet A 2011
HGNC:5009 No LRG Chromosome 12: De Crescenzo et al.
HMGA2 SRS 65.824 .460- NM_003483.4 | 5188 J Hum Genet 2015
Abi Habib et al.

Genet Med 2018




65.966.291 forward
strand

HGNC:5173 LRG_506 Chromosome 11: Stein et al. Am J of
532.242- Med Genets 2004
537.287 reverse strand Gregersen et al. Am
J of Med Genets
2004
Costello syndrome Sovik et al. BMJ
HRAS (OMIM #218040) NM_005343.3 4639 Case report 2009
Blachowska et al.
Italian J of Peds
2016
Choi et al.
Cytogenet Genom
Research 2019
HGNC:5464 No LRG Chromosome 12: Woods et al. NEJM
102.395.874- 1996
IGF1 deﬁciency (OMIM 102.481 744 reverse Bonapace et al.
fGr #608747) strand SM_0O061S 4 6118 JMG 2003
Wakeling et al.
Nature reviews
2017
HGNC:5465 LRG_1055 | Chromosome 15: Soellner J of ped
IGF1 resistance (OMIM 98.648.539- genet 2013
[OFIR #270450) 98.964.530 forward NM_000875.4 3192 Meyer. Jpeds 2017
strand Inoue et al. Clin
Epigenetics 2020
HGNC:5466 LRG_1031 | Chromosome 11: Begeman. N Engl J
2,129.112- Med 2015
2.141.238 reverse Yamoto. Hum Mut.
IGF2 SRS strand NM_000612.5 | 6594 2017
Wakeling et al.
Nature reviews
2017

Liu. Frontiers in
genetics 2017




Poulton. Am J Med
Genet A 2018
Abi Habib. Genet
Med 2018

Xia. Front Genet
2019

Rockstroh. Eur J
Endocrinol 2019
Masunaga. J Clin
Endocri-1 Metab
2020

HGNC:15456 Kondo-Fu type of NoLRG gil 20511310782 ir_l e 16 Meyer et al. Am J
MBTPSI spondyloepiphyseal Med Genet 2020
. 84.116.942 reverse
dysplasia Kondo Yet al. JCI
strand Insight. 2018
HGNC:7652 LRG_158 Chromosome 8: Tekin. Clinical
89.933.331- Genet 2002
Nijmegen syndrome 00.003.228 reverse Seeman. Pediatr
NBN (OMIM #251260) rand NM_002485.4 1644 Neurol 2004
Wakeling et al.
Nature reviews
2017
HGNC:16068 No LRG Chromosome 21: Piane M. Am J
46.324.141- Med Genet 2009
PCNT ;’;?g%g)(OMIM 16.445.769 forward | NM_006031.5 | 10573 Muller E. Plos One
strand 2012
Neuheuser. Mol
Cell Probes 2019
HGNC:8979 LRG_453 Chromosome 5: Verge. Acta Ped
68.215.756- 1994
68.301.821 forward Thauvin-Robinet.
SHORT syndrome strand Am J Med Genet
PIK3RI (OMIM #269880) NM_181523.2 6991 2013
Klatka. Ital J
Pediatr 2017

Inoue et al. Clin
Epigenetics 2020




HGNC:9045 No LRG Chromosome 8: o
PLAG] 56.160.909- Abi Habib. Genet
SRS 56.211.324 reverse NM_002655.2 7338 Med 2018
strand
HGNC:16974 No LRG Chromosome 16: Seifert et al. BMC
30.698.209- Medical Genetics
Floating Harbor 30.741.409 forward 2014
SRCAP strand Guo Hormon
syndrome (OMIM NM_006662.2 10491 research Ped 2014
#136140) Homa Horm
Research Ped 2019
Inoue et al. Clin
Epigenetics 2020
HGNC:7523 No LRG Chromosome 17: Mozillo. Am J Med
58.982.638- Genet 2016
Mulibrey nanism Hamalainen. Clin
(OMIM #253250) strand - ’ 4579 Genet 2006

Meyer. Jpeds 2017
Jobic. Am J Med
Genet 2017

Table 1. List of diagnosis genes for SRS patients. SRS Silver Russell Syndrome. LRG Locus Reference Gene. HGNC: HUGO Gene Nomenclature
Committee. Gene’s names are given according to HUGO Gene Nomenclature Committee.




Genes SGA Relative Postnatal | Protruding | Feeding NH- Listed as Tumor
Differential macrocephaly at | growth forehead difficulties CSS differential predisposition
diagnosis birth failure and/or low diagnosis of SRS | syndrome
BMI in Consensus
Bloom syndrome BLM/RECOL3 + - + +/- + 3-5 Yes Yes
(OMIM #210900)
IGF1 deficiency IGF1 + - + - - 2 Yes No
(OMIM #608747)
IGF1 resistance IGFIR +/- - + +/- + 2-4 Yes No
(OMIM #270450)
Nijmegen syndrome | NBN + - + - - 2 Yes Yes
(OMIM #251260)
MOPDII (OMIM PCNT + - + - +/- 2-3 Yes No
#210720)
SHORT syndrome PIK3R1 +/- - + +/- +/- 2-4 Yes No
(OMIM #269880)
Floating Harbor SRCAP +/- - + - +/- 1-3 Yes No
syndrome (OMIM
#136140)
Mulibrey nanism TRIM37 + - + + + 4 Yes Yes
(OMIM #253250)
KBG syndrome +/- +/- + + + 3-4 No No
ANKRDI1

(OMIM # 148050)




3M syndrome + +/- + +/- 4-5 Yes No
CCDCS, CUL7,
(OMIM #614205 OBSL1
#273750 #612921)
Meier-Gorlin +/- +/- - + 2-4 Yes No
syndrome CDC6, CDT1,
ORCI, ORC4,
(OMIM #224690
#613800 #613803 ORC6
#613805 #613804)
Osteogenesis +/- + + + 4-6 No No
Imperfecta/ type 1 COLIAI
collagenopathy
(OMIM #166200)
Costello syndrome HRAS +/- +/- +/- + 2-4 No Yes
(OMIM #218040)
Kondo-Fu type of MBTPSI + + - + 4 No No

spondyloepiphyseal
dysplasia

Table 2 : NH-CSS of patients referred for SRS or short stature in whom differential diagnosis of SRS was identified.

Clinical features (+) always, (+/-) sometimes, or (-) never associated with the differential diagnosis of SRS




303  Supplementary table 1 : Netchine—-Harbison clinical scoring system. LLD, leg length discrepancy;
304 SDS, SD score; SGA, small for gestational age

305

Clinical criteria Definition

SGA (birth weight and/or birth length) <-2 SDS for gestational age

Postnatal growth failure Height at 24 + 1 months <—2 SDS or height
<-2 SDS below mid-parental target height

Relative macrocephaly at birth Head circumference at birth =1.5 SDS
above birth weight and/or length SDS

Protruding forehead* Forehead projecting beyond the facial plane

on a side view as a toddler (1-3 years)

Body asymmetry LLD of 20.5 cm or arm asymmetry or LLD
<0.5 cm with at least two other
asymmetrical body parts (one non-face)

Feeding difficulties and/or low BMI BMI =-2 SDS at 24 months or current use
of a feeding tube or cyproheptadine for
appetite stimulation
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IV.  Conclusions et perspectives

Nous n’avons pas identifi¢ de variation pathogene de DLKI au sein d’une cohorte de 132
patients nés PAG avec un diagnostic clinique de SRS selon le score de Netchine-Harbison.
Cette ¢tude menée dans une cohorte de 132 patients ne permet pas d’¢liminer totalement les
mutations de DLK1 comme ¢€tiologie moléculaire de SRS, mais si elle existe, la contribution de

DLK] serait peu fréquente.

Nous avons choisi de rechercher des mutations de DLK chez des patients nés PAG et ayant un
diagnostic clinique de SRS selon le score de Netchine-Harbison, ce syndrome étant un mode¢le
pour I’étude de la régulation épigénétique de la croissance feetale. Les patients avec un SRS
présentent un retard de croissance pré et postnatal et une macrocéphalie relative (Wakeling et
al., 2017). Dans I’hypothése d’une contribution de DLK1 dans la croissance fcetale et non pas
postnatale, I’expression de DLK étant ubiquitaire chez le feetus mais beaucoup plus restreinte
en période postnatale (Traustadottir et al., 2017), la recherche de mutations de DLK 1 pourrait

étre €largie a une cohorte de patients nés PAG ne répondant pas aux criteres cliniques du SRS.

Enfin, nous avons fait le choix d’une approche basée sur le séquengage d’un panel de genes
afin d’¢éviter de générer des données secondaires comme 1’identification de mutations au sein
de genes de prédisposition tumorale sans lien avec la croissance feetale. En revanche, ce choix
limite la possibilit¢ d’adapter rapidement la liste des génes séquencés et de s’adapter aux
publications de nouveaux genes impliqués dans la croissance feetale. Notre choix limite
¢galement I’identification de variants dans des génes de recherche a la liste des génes candidats
que nous avons définis au préalable. En effet, I’ajout de nouveaux geénes a un panel de genes
nécessite de réadapter les étapes préalables au séquencage, a savoir la préparation de la librairie

avec le choix des amorces de séquengage. Une solution intermédiaire choisie par certains de
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nos collaborateurs européens consiste a séquencer chez tous les patients un exome complet, et
de faire une analyse bioinformatique des données de s€quencage restreinte aux genes choisis
(Meyer et al., 2021; Neuheuser et al., 2019). Cette technique offre ainsi la possibilité de revenir

ultérieurement aux données brutes de s€quencage pour I’analyse de nouveaux genes.
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APPROCHE FONDAMENTALE : Recherche d’un mode¢le
d’étude du réseau de génes soumis a empreinte parentale
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L. Etude du réseau de génes soumis a empreinte parentale

Les syndromes de Silver-Russell et de Temple, de par certaines caractéristiques cliniques et
moléculaires communes, constituent un mod¢le pour 1’é¢tude de la régulation épigénétique de
la croissance feetale. Les patients avec un SRS ou un TS présentent un chevauchement clinique
puisque 73% des patients avec un TS ont un score de Netchine-Harbison > 4/6, répondant donc
a la définition clinique du SRS (Geoffron et al., 2018). Notre laboratoire a mis en évidence, par
des ¢études d’expression par PCR quantitative dans des fibroblastes de patients avec un SRS ou
un TS un chevauchement moléculaire entre ces deux syndromes (Abi Habib et al., 2019). En
effet, les fibroblastes de patients avec un TS avec anomalies épigénétiques isolées de la région
14q32 présentent une diminution de I’expression d’/GF2 comme les patients avec un SRS. Le
chevauchement clinique et moléculaire observé en cas d’anomalies de ces deux régions (11p15
et 14q32) illustre I’organisation en réseau des genes soumis a empreinte parentale. Ces études
d’expression constituent une grande avancée dans la compréhension de la régulation du réseau
de génes soumis a empreinte. Cependant, la plupart des génes soumis a empreinte parentale
sont trés peu exprimés dans les fibroblastes ou les leucocytes, rendant difficile 1’étude de ce
réseau (Azzietal., 2011). Par ailleurs, les cellules facilement accessibles comme les leucocytes,
les cellules urinaires ou les fibroblastes sont peu impliquées dans la physiopathologie des
maladies liées a des anomalies de I’empreinte parentale, contrairement a des cellules d’intérét
impliquées dans la croissance et le métabolisme, comme les cellules du cartilage de croissance,
les adipocytes, les hépatocytes, etc.... Ces cellules étant peu ou pas accessibles, 1’objectif de ce
travail expérimental était de rechercher un modele cellulaire d’étude du réseau de génes soumis

a empreinte parentale.
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I1. Cellules souches pluripotentes induites comme modele cellulaire d’étude du

réseau de génes soumis a empreinte parentale

II.1. Historique des cellules souches pluripotentes induites

Les cellules souches pluripotentes induites, ou iPSCs (induced pluripotent stem cells), sont des
cellules obtenues par reprogrammation de cellules différenciées et qui ont la capacité d’étre
redifférenciées en tous types cellulaires (Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi et al.,
2007) (Fig.29). Ces cellules souches induites, qui ont valu 1’obtention du prix Nobel de
médecine en 2012 au chercheur japonais Shinya Yamanaka, constituent une formidable source
de modélisation cellulaire et une véritable avancée pour les techniques de thérapie régénérative.
Les iPSCs possedent une pluripotence comparable aux cellules souches embryonnaires (ESCs),
et sont reprogrammeées a partir de cellules somatiques (Takahashi and Yamanaka, 2006). La
reprogrammation consiste en la réexpression dans les cellules différenciées de quatre génes de
pluripotence que sont OCT3/4, SOX3, c-MYC et KFL4 (Takahashi and Yamanaka, 2006). La
réexpression de ces quatre geénes par les cellules différenciées leur confére une pluripotence
avec la possibilit¢ de les redifférencier en de nombreux types cellulaires matures. Les
techniques initiales d’intégration rétro ou lentivirale de ces quatre geénes dans les cellules
différenciées ont laissé la place a des techniques de transfection non intégrative épisomale ou
par virus Sendai (Bayart and Cohen-Haguenauer, 2013; Cho et al., 2010; Fus-Kujawa et al.,
2021; Warren et al., 2010; Yu et al., 2009). Ces techniques ont pour principal avantage de
permettre une expression transitoire des quatre génes de pluripotence, sans intégration dans le
génome de la cellule de départ, afin d’éviter le risque de transformation tumorale et diminuent
le risque de mutations du génome des cellules hotes (Bayart and Cohen-Haguenauer, 2013;
Fus-Kujawa et al., 2021; Warren et al., 2010). L’étape de reprogrammation a un rendement tres
faible avec environ 0.5 a 5% des cellules de départ qui acquierent la pluripotence (Takahashi

and Yamanaka, 2006; Velychko et al., 2019).
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Figure 29 : Exemple de reprogrammation d’une cellule différenciée (cellule épithéliale rénale)

en iPSC puis redifférenciée en chondrocyte. MTesR : exemple de milieu de culture pour iPSCs.

I1.2. Les iPSCs comme modéles d’étude des maladies liées a des anomalies de

I’empreinte parentale

Plusieurs équipes ont précédemment utilis€¢ la reprogrammation de cellules somatiques en
1PSCs pour établir un mod¢le cellulaire des maladies li¢ées a des anomalies de 1I’empreinte
parentale. Les équipes de Nissim Benvenisty et Rudolph Leibel ont reprogrammé des iPSCs a
partir de fibroblastes de patients présentant une délétion de I’allele paternel de I’'ICR de la
région 15q11 impliquée dans le syndrome de Prader-Willi et ont montré que les anomalies de
méthylation étaient maintenues lors de la reprogrammation en iPSCs (Burnett et al., 2016;
Stelzer et al., 2014). Chamberlain ef al. ont obtenu des neurones par redifférenciation d’iPSCs
reprogrammeés a partir de patients présentant une délétion de 1’allele maternel de I’ICR de la
région 15q11 impliquée dans le syndrome d’Angelman et ont montré que les anomalies de
méthylation de la région 15ql1 étaient maintenues lors de la reprogrammation en iPSCs
(Chamberlain et al., 2010). En 2020, Chang et al. ont reprogrammé pour la premicre fois des
1PSCs a partir de fibroblastes de patients atteints de syndrome de Beckwith-Wiedemann par
disomie uniparentale paternelle du chromosome 11 (Chang et al., 2020). Cette équipe a pu
obtenir des iPSCs avec un gain de méthylation de I'IlCR IGF2/H19:1G-DMR de la région

11p15, reproduisant ainsi I’anomalie épigénétique a I’origine de ce syndrome (Chang et al.,
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2020). Aucune équipe n’a rapporté a I’heure actuelle la reprogrammation d’iPSCs a partir de
patients avec un SRS ou un TS.

La majorité des publications portant sur la reprogrammation d’iPSCs a partir de cellules
somatiques de patients atteints de maladies liées a des anomalies de I’empreinte parentale se
concentrent sur la région soumise a empreinte responsable de la maladie, sans donner
d’information concernant les niveaux de méthylation ou I’expression mono ou biallélique des
genes des autres régions soumises a empreinte parentale. Or, des premiers doutes sur le
maintien de I’empreinte parentale lors de la reprogrammation ont ét¢ émis par Benvenisty et al.
(Bar and Benvenisty, 2019a; Bar et al., 2017). En effet, cette équipe a mis en évidence dans
certains clones d’iPSCs une expression biallélique de plusieurs génes soumis a empreinte
parentale, comme H19 ou KCNQIOT1I, en lien avec des anomalies de méthylation des centres
d’empreinte (Bar and Benvenisty, 2019a). Des analyses de RNA-seq dans des iPSCs ont montré
une perte du caractére mono-allélique de 1’expression d’un grand nombre de geénes soumis a
empreinte parentale (Bar et al., 2017; Stadtfeld et al., 2010).

Les geénes soumis a empreinte parentale étant organis€s en réseau, la dérégulation d’une région
peut modifier I’expression des génes d’une autre région de ce réseau. Il nous est donc paru
essentiel de vérifier que les niveaux de méthylation des centres d’empreinte €taient équilibrés
dans tous les centres d’empreinte parentale aprés reprogrammation des cellules somatiques de
témoins en iPSCs. Nous avons donc mené une €tude extensive des niveaux de méthylation des
centres d’empreinte parentale dans des iPSCs témoins afin de nous assurer que les iPSCs
constituaient un bon mode¢le cellulaire d’étude des maladies de I’empreinte parentale.

Cette ¢tude a fait I’objet de la rédaction de I’article ‘How to rescue methylation profile of
imprinted control region in human induced pluripotent stem cells. Pham A. ef al.’ qui sera
soumis au journal ‘Clinical Epigenetics’ aprés accord des différentes plateformes ayant

participé a ce travail. En effet, ce volet du travail expérimental a fait I’objet d’une collaboration
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avec les plateformes iPSCs de I'université de Nantes et de I’institut hospitalo-universitaire
ICAN (institut de cardiométabolisme et nutrition, Sorbonne Universit¢) pour Ila
reprogrammation des iPSCs et la redifférenciation. Toutes les analyses moléculaires (analyse
des niveaux de méthylation et de I’expression mono ou biallélique des geénes soumis a
empreinte parentale) ont été effectuées au sein de notre laboratoire et ont constitu¢ une partie
majeure de mon travail expérimental. Une demande de brevet concernant le milieu de culture
des iPSCs que nous avons mis au point au cours de ce travail expérimental est actuellement a

I”étude.
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I1.3. Article original en cours de relecture par I’équipe iPSCs de ICAN : How to
rescue methylation profile of imprinted control region in human induced pluripotent

stem cells

PHAM A, SELENOU C, GIABICANI E, FONTAINE V, MARTEAU S, BRIOUDE F,
DAVID L, MITANCHEZ D, SOBRIER ML", NETCHINE I
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ABSTRACT

Background. Parental imprinting is an epigenetic mechanism that leads to monoallelic expression of a
subset of genes depending on their parental origin. Imprinting disorders (IDs), caused by disturbances
of imprinted genes, are a set of rare congenital diseases that mainly affect growth and metabolism. To
date, there is no accurate model to study the physiopathology of IDs or test therapeutic strategies. Human
induced pluripotent stem cells (iPSCs) are a promising cellular approach to model human diseases and
complex genetic disorders. However, aberrant hypermethylation of imprinting control regions (ICRs)
may appear during the reprogramming process and subsequent culture of iPSCs. Therefore, we tested
various conditions of reprogramming and culture of iPSCs and performed an extensive analysis of
methylation marks at the ICRs to develop a cellular model that can be used to study IDs.

Results. We assessed the methylation levels at eight imprinted loci in iPSCs before differentiation, at
various passages of cell culture, and during chondrogenic differentiation. Abnormal methylation levels
were found, with hypermethylation at 11p15 H19/IGF2:1G-DMR and 14q32 MEG3/DLKI1:1G-DMR,
independently of the reprogramming method and cells of origin. Hypermethylation at these two loci led
to the loss of parental imprinting (LOI), with biallelic expression of the imprinted genes /IGF2 and DLK 1,
respectively. The addition of ascorbic acid (50 ug/mL) to the culture medium combined with culturing
of the cells under hypoxic conditions prevented hypermethylation at H79/IGF2:1G-DMR (ICR1) and
14932 MEG3/DLK1:1G-DMR, as well as at other imprinted loci.

Conclusions. An extensive and quantitative analysis of methylation levels of ICRs in iPSCs showed
hypermethylation of certain ICRs in human iPSCs, especially paternally methylated ICRs, and
subsequent LOI of certain imprinted genes. The addition of ascorbic acid to the culture medium and
culturing of the cells under hypoxic conditions prevented hypermethylation of ICRs in iPSCs. As
balanced methylation is maintained during the reprogramming and culture of iPSCs under these
conditions, human iPSCs are a promising cellular model to study the physiopathology of IDs and test
therapies in tissues of interest.

Keywords: induced pluripotent stem cells, imprinting disorders, parental imprinting, methylation,

Silver-Russell syndrome, Temple syndrome, chondrogenic differentiation



46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

BACKGROUND

Parental imprinting is an epigenetic mechanism that leads to the monoallelic expression of a subset of
genes depending on their parental origin (1). Differential methylation of imprinting center regions
(ICRs) is among the most studied mechanisms controlling such monoallelic expression. Imprinting
disorders (IDs), caused by disturbances of imprinted genes, are a set of rare congenital diseases that
mainly affect growth and metabolism (2). Silver-Russell syndrome (SRS, MIM#180860), characterized
by intra-uterine and postnatal growth retardation (3), is one such rare disease. Loss of methylation at the
H19/IGF2:1G-DMR (differentially methylated region) (also called ICR1) at chromosome 11p15 is the
principal molecular anomaly identified in these patients. Other imprinting regions are involved in human
IDs, such as 15q11-13 for Prader-Willi syndrome (PWS, MIM#176266) and 14q32 for Temple
syndrome (TS, MIM#616222), leading to diseases with overlapping features, regardless of the genomic

region affected (4).

The low expression of imprinted genes in human tissues available for biological research, such as
leucocytes and fibroblasts, is a major bottleneck for studying IDs and testing therapies at the cellular
level (5). In addition, tissues of interest in these diseases, such as cartilage, bone, liver, and brain, are
not easily accessible. For all these reasons, many groups have attempted to develop cellular models to

approach the mechanisms underlying the physiopathology of IDs (6-9).

Human induced pluripotent stem cells (iPSCs) are a promising cellular approach to model human
diseases and complex genetic disorders due to their ability to self-renew and to differentiate into all three
germ layers in culture (10,11). Human iPSCs can be directly reprogrammed from somatic cells (12) and
have been derived from patients with certain IDs (6,8,11,13,14). However, epigenetic modifications and
the erasure of imprinting can appear during the reprogramming process and subsequent culture of iPSCs
(7,9,10). Therefore, we extensively analyzed methylation marks at imprinted loci in iPSCs before and

after adjustment of the culture medium to develop a cellular model of IDs with balanced methylation.
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RESULTS

Cell culture for chondrogenic differentiation

Urine-derived iPSC clones were available from five controls (named C1 to C5). Three of the clones
were cultured in chondrogenic differentiation medium (C1-3). The efficiency of chondrogenic
differentiation is depicted in Figure 1, showing an increase in the quantitative expression of the specific

markers Aggrecan, COL2A1, COL10A1, and SOX9 at day 28 of differentiation.

Methylation of ICRs in urine-derived iPSCs and during chondrogenic differentiation

We studied methylation levels at eight imprinted loci in epithelial renal cells (ERCs) before iPSC
reprogramming in five urine-derived iPSC clones (C1-5) at various passages of cell culture and in three
of the clones (C1-3) during chondrogenic differentiation. Certain iPSC clones showed hypermethylation
before chondrogenic differentiation at loci H19/IGF2:1G-DMR (ICR1), 14q32 MEG3/DLK1:1G-DMR,
15q11 PWS/AS:DMR, and 20q13 GNAS/NESP:DMR. Methylation was normal for all the urine-derived
iPSCs at 624 PLAGLI:alt-TSS-DMR, 7q12 GRB10:DMR, the 7q32 MEST promoter DMR, and 11p15
KCNQIOTI:TSS-DMR (ICR2) (Figure 2, Figure SD1, and Table SD2 in Supplementary Data). The
methylation levels remained stable during and after chondrogenic differentiation. No clone showed

balanced methylation at all loci (Figure 3).

Extensive analysis of the IGF2/H19 imprinting control region

We studied the methylation profile of the H19//IGF2:1G-DMR (ICR1) domain at six CTCF binding sites
(CBS 1, 2, 3, 4, 5, 7) in the urine-derived iPSCs clones before chondrogenic differentiation (Figure 4).
One clone (C1) was hypermethylated at all CBSs and the others were almost all normal at all CBSs,

except at CBS2, for which all clones showed an abnormal and higher level of methylation.

Imprint relaxation
We identified polymorphisms in /GF2 (rs3168310) and DLK! (rs1802710) in the genomic DNA of C1,
allowing us to study the mono or biallelic expression of these imprinted genes. Both /IGF2 and DLK]

showed biallelic expression (Figure 5), indicating a loss of imprinting (LOI) at these two loci.

Impact of the method and cell type on iPSC reprogramming
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We studied the methylation levels at H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) in 10 iPSC clones from different
somatic cells of origin reprogrammed by various methods and cultured in feeder-free medium. All iPSC
clones showed aberrant hypermethylation at 11p15 ICR1, independently of the reprogramming method
(mRNA transfection or episomal vector) or somatic cell of origin (skin fibroblast or peripheral blood

mononuclear cells-PBMCs) (Figure 5).

Impact of culture medium on methylation at imprinted loci

As similar hypermethylation was observed independently of the cell type of origin and reprogramming
method, we suspected the culture medium to have a major influence. We tested this hypothesis by adding
ascorbic acid (50 pg/mL) to a classic culture medium for iPSCs (mTeSR) and culturing the iPSCs under
conditions of hypoxia. We carried out the reprogramming experiments from PBMCs, which are easier
to obtain, cultivate, and amplify than ERCs. We studied the methylation levels at H19/IGF2:1G-DMR
(ICR1) and 14q32 MEG3/DLK1:1G-DMR (Figure 6 and Table SD4 in Supplementary Data), as well as
in six other imprinted loci (Table SD4 and Figure SDS5 in Supplementary Data) in three PBMC-derived

iPSC clones. No clone displayed aberrant hypermethylation at any of the studied loci.
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DISCUSSION

With the goal of developing a cellular model of IDs, we performed an extensive quantitative analysis of
methylation levels of several ICRs to assess whether parental imprinting is maintained during the
reprogramming and culture of human iPSCs. We found abnormal methylation levels at the two
imprinted loci governed by a paternally methylated DMR in human feeder-free iPSCs derived from
controls with no IDs, independently of the reprogramming method or somatic cell of origin.
Hypermethylation at 11p15 HI19/IGF2:1G-DMR and 14q32 MEG3/DLK1:1G-DMR led to the loss of
parental imprinting, with biallelic expression of the imprinted genes /GF2 and DLK 1, respectively. We
adjusted the culture medium with the addition of ascorbic acid to correct the aberrant methylation at
these two ICRs. Analysis of the methylation of eight ICRs showed that the addition of ascorbic acid and
culturing the cells under hypoxia prevented the hypermethylation of ICRs in iPSCs and, thus, offering

a promising perspective to develop a human cellular model of ID.

Our results and those of several other previous studies suggest a trend towards hypermethylation of
certain ICRs in human iPSCs when cultured in the absence of ascorbic acid, especially paternally
methylated ICRs, and LOI of certain imprinted genes. Several groups have reported aberrant DNA
methylation or LOI at 11pl5 HI19/IGF2:1G-DMR and 14q32 MEG3/DLKI1:1G-DMR in mouse and
human pluripotent stem cells, which persisted after differentiation into various cell types, but they
focused exclusively on these two loci (10,15-17). We tested these and several other loci and found that
imprinted genes governed by a paternally methylated DMRs appear to be more frequently affected by
LOI in iPSCs than those controlled by a maternally methylated DMR (10). Bar and Benvenisty
hypothesized that paternally imprinted methylated regions are more sensitive to aberrations during
reprogramming due to different mechanisms for protecting imprinted regions from demethylation and
de novo methylation in paternally versus maternally methylated regions (10). We thus studied the
methylation profile at the H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) domain at six CBSs (CTCF binding sites) and
found the highest level of methylation in the most distal CBS to the OCT4 and SOX2 binding sites
(CBS2), which are known to protect the maternal allele against de novo methylation during early

embryogenesis (18,19), consistent with the hypothesis of Bar and Benvenisty. On the other hand, several
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groups have suggested that clones with aberrant hypermethylation are selected during the culture of
iPSCs due to the upregulation of growth-promoting genes, such as /GF2, or the silencing of growth-

restricting genes, which promote self-renewal, growth, and survival of iPSCs in culture (20,21).

In contrast to embryonic stem cells (ESCs), global hypermethylation of gDNA of the entire genome has
been described in iPSCs at early passages (i.e., p3-p5), which then disappeared during subsequent
passages (22-24). By contrast, we found that abnormal methylation in ICRs persisted during in vitro
culture up to 43 passages and the differentiation of iPSCs. Recent studies in mouse and human iPSCs
have suggested that DNA methylation of the genome in these cells is highly dynamic, cycling between
de novo methylation and its erasure (25,26). However, such turnover was not observed in imprinted

regions, which is consistent with our results (26).

Several iPSC models derived from patients with IDs have been described in the literature. For example,
Chamberlain and Burnett derived iPSCs from patients with Prader-Willi syndrome due to a paternally
inherited deletion of chromosome 15q11-q13 and Chang et al. derived iPSCs from patients with
Beckwith-Wiedemann syndrome with paternal uniparental disomy of chromosome 11. In these studies,
human iPSCs derived from controls and patients showed the same methylation patterns as the fibroblast
lines from which they were derived (6—8). However, the authors studied neither methylation levels in
patient and control iPSCs in other ICRs nor mono- or biallelic expression of imprinted genes, and their
results are not in accordance with those of other studies. Indeed, Okuno et al. demonstrated that a fully
methylated status for chromosome 15q11 in fibroblasts could be reversed to a partially unmethylated
status in at least some of the iPSCs after reprogramming (27), and Nazor et al. demonstrated a loss of
methylation at the 15q11 locus in a subset of control iPSC lines (28). As imprinted genes are co-
regulated and organized in an imprinted-gene network (IGN), abnormal methylation at one locus can
modify the expression of imprinted genes of other imprinted loci, even if the methylation of the
corresponding ICR is not affected (4,29-33). This is why the level of methylation at all ICRs has to be

studied in iPSCs derived from patients with IDs.
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With the addition of ascorbic acid during the culture of human iPSCs under hypoxia, we prevented
aberrant methylation of ICRs. Stadtfeld et al. have shown that ascorbic acid treatment can efficiently
protect the 14q32 imprinted region from LOI during the derivation of mouse iPSCs (34). They suggested
that ascorbic acid may prevent the loss of H3K4 methylation at the maternal IG-DMR during
reprogramming and then prevent the recruitment of Dnmt3a, which is essential for 14q32
MEG3/DLK1:1G-DMR DNA hypermethylation. However, they did not examine the methylation levels
at other ICRs. Moreover, although it has long been accepted that hypoxia enhances the generation of
iPSCs (35), its combination with ascorbic acid has never been reported. Our extensive and quantitative
analysis of ICR methylation levels in iPSCs derived from controls and cultured with the addition of

ascorbic acid and under hypoxia showed balanced methylation at all loci.

Here, we report, for the first time, an extensive analysis of methylation levels of several ICRs involved
in human IDs in iPSCs. Because of the organization of imprinted loci in an IGN, the level of methylation
needs to be studied at all imprinted loci before using iPSCs as a cellular model of IDs. We show that the
culture of iPSCs under hypoxia prevents aberrant hypermethylation of ICRs in iPSCs derived from

controls. However, we have yet to study methylation levels in iPSCs derived from patients with IDs.

CONCLUSIONS

Through an extensive and quantitative analysis of the methylation levels of ICRs in iPSCs, we found
hypermethylation of certain ICRs in human iPSCs, particularly paternally methylated ICRs, and
subsequent LOI of certain imprinted genes. The addition of ascorbic acid during the culture of iPSCs
under hypoxia prevented the hypermethylation of ICRs. As balanced methylation is maintained during
the reprogramming and culture of iPSCs in the presence of ascorbic acid, human iPSCs are a promising
cellular model to study the physiopathology of IDs and test therapies, after differentiation, in tissues of
interest. Further studies are needed to assess the levels of methylation of ICRs in iPSCs derived from
controls with the addition of ascorbic acid and culturing of the cells under hypoxia. As imprinted genes
are organized in an IGN, methylation levels need to be studied in ICRs involved in imprinting diseases

before using iPSCs as a cellular model of IDs.
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METHODS

Human urine-derived iPSC reprogramming
Urine-derived iPSCs from controls were kindly provided by SFR-SANTE, iPSC core facility, INSERM,

CNRS, UNIV Nantes, CHU Nantes, France.

Isolation of ERCs (epithelial renal cells) and reprogramming. Urine samples were collected and ERCs
isolated by the iPSC core facility (INSERM, CNRS, UNIV Nantes, CHU Nantes, France) from urine
samples and cultures, as previously described (36). Briefly, cells were seeded on Matrigel-coated wells
on day —1 in their usual culture media and transfected daily, from day 0 to day 10, with 625 ng of an
mRNA cocktail (38% Oct4, 11.4% Sox2, 12.7% Klf4, 10.1% Lin28, 12.7% Myc, 10.1% Nanog, 5.1%
nGFP, Milenyi Biotec) in  Pluriton media (Reprocell,  Glasgow, G20 0XA
United Kingdom) supplemented with 4 ng/ml FGF2 (Peprotech, Neuilly sur Seine, France) and 200
ng/ml B18R (eBioscience, ThermoFisher scientific). From day 11, cells were cultured in Pluriton media
supplemented with 4 ng/ml FGF2. Colonies were picked and expanded on feeders in KSR + FGF2 media
or directly on Matrigel-coated dishes in TeSR1 or iPS Brew. The expression of pluripotency genes
(Oct4, Sox2, Nanog) was verified by qPCR (Figure SD6 and Table SD7 in Supplementary Data). Assays
were performed to assess the ability of each iPSC clone to differentiate into the three germ line lineages

(36). The karyotype of each iPSC cell line was normal.

iPSC culture

Human urine-derived iPSCs were initially cultured in feeder-free KSR medium (DMEM/F-12, 20%
KnockoutTM serum replacement, 1% non-essential amino acids, 1% Glutamax, 50 uM 2-
mercaptoethanol, and 10 ng/ml fibroblast growth factor 2 [Peprotech Neuilly sur Seine, France]) at the
iPSC core facility (INSERM, CNRS, UNIV Nantes, CHU Nantes, France). They were mechanically
passaged by cutting colonies with a needle. All cells were cultured at 37°C under 20% O; and 5%CO:..
Then, iPSCs were cultured at the Institute of Cardiometabolism and Nutrition (ICAN, F-75013 Paris,
France). Colonies were picked and expanded in mTeSR1 (Stemcell technologies, Vancouver, BC,

Canada) on Matrigel matrix-coated plates. The iPSCs were passed manually once a week using a Lynx
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microscope (Vision Engineering, New Milford, CT, USA) and the culture medium was changed daily.

The cells were cultured at 37°C under 5% CO, and 5% O..

Chondrogenic differentiation

Chondrogenic differentiation of iPSCs was performed using a published protocol (37). Briefly, iPSCs
were subjected to differentiation by changing the medium to a mesendodermal differentiation medium
(DMEM/F12 with 10 ng/ml Wnt3a [R&D Systems], 10 ng/ml Activin A [R&D], 1% ITS [Invitrogen],
1% FBS [Invitrogen]) (day 0). At day 3, the medium was changed to basal medium (DMEM with 1%
ITS and 1% FBS) supplemented with 50 pg/ml ascorbic acid (Nacalai), 10 ng/ml BMP-2 (Osteapharma),
10 ng/ml GDFS5, 10 ng/ml TGFB (Peprotech), and 10 ng/ml FGF-2. Fourteen days after starting the
differentiation of the iPSCs (day 14), the cartilaginous nodules were physically separated from the
bottom of the dishes to form particles, which were then transferred to a suspension culture in 3.5-cm
petri dishes. To increase proliferation, 50 pg/ml ascorbic acid (Nacalai), 10 ng/ml BMP-2
(Osteapharma), 10 ng/ml GDF5, and 10 ng/ml TGFB (Peprotech) was added to the chondrogenic
medium from day 3 to day 14. The medium was changed to conventional medium (DMEM with 10%

FBS) on day 42. The medium was changed every 2 to 7 days.

Human fibroblast-derived iPSCs and PBMC-derived iPSC reprogramming

Fibroblast- or PMBC-derived iPSCs were kindly provided by the Institute of Cardiometabolism and
Nutrition (ICAN, F-75013 Paris, France) or the iPSC core facility (INSERM, CNRS, UNIV Nantes,
CHU Nantes, France) after reprogramming by various methods (episomal vector, mRNA transfection)

as previously described (36,38,39).

Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) culture and reprogramming with ascorbic acid

After the recuperation of PBMCs, they were allowed to proliferate for seven days in blood medium
(StemPro34 SFM medium with 100 pg/mL SCF, 100 ug/mL FLT3, 100 ug/mL IL3, 100 ug/mLIL6,
and 54 U/uL EPO). For reprogramming, 2 x 10° cells were cultured in 24-well plates with a virus
cocktail using the Sendai 2.0 CytoTuneiPS reprogramming kit (Life Technologies) for 24 h in 5% CO,,

5% O, and 90% N>. The virus was removed (centrifugation at 300 x g for 7 min) and the cells transferred
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to 12-well plates in 1 ml blood media. After three days in culture, the cells were transferred to matrix
gel-coated plates. At seven days post-transduction, the cells were cultured in mTeSR 1 medium and half-
was renewed daily. Fifteen days post-transduction, the iPSC clones appeared, were picked, and cultured

in mTeSR1 complemented with ascorbic acid (50 pg/ml).

Immunofluorescence staining

iPSCs were cultured in four-well culture slides (Corning) for three days and then fixed in
paraformaldehyde (4%) and permeabilized in blocking/permeabilization buffer (2% BSA, 0.5% Triton-
X-100 in PBS) for 45 min and then incubated overnight at 4°C with primary antibodies diluted in
blocking/permeabilization buffer. The cells were washed three times in PBS and incubated with Alexa-
conjugated secondary antibodies and DAPI, both diluted 1:1000 in blocking/permeabilization buffer,
for 45 min at room temperature. The images were acquired using an epifluorescence microscope
(Eclipse TE300, Nikon, Amsterdam, the Netherlands). The following antibodies were used: rabbit anti-
Nanog (#4903S, 1:200, Cell Signaling-Ozyme, Beverly, MA, USA), rabbit anti-Oct4 (#3576-100,
1:200, Biovision, Cliniscience, Mountain View, CA, USA), rabbit anti-Sox2 (#AB5603, 1:200,
Millipore, Ballerica, MA, USA), mouse anti-Tra-1-60 (#MAB4360, 1:100, Millipore), mouse anti-Tra-
1-81 (#MAB4381, 1:100, Millipore), and mouse anti-SSEA4 (#sc-21704, 1:100, Santa Cruz, Dallas,

TX, USA) (Figure SD6).

Karyotype analysis
Conventional cytogenetic studies on cell cultures at passage 20 were performed by Trousseau Hospital

to verify chromosomal integrity. Fifteen metaphases were analyzed (Figure SD6).

Embryoid body formation and scorecard

Generated iPSCs were grown on Matrigel, dispensed into small clumps with a cell scraper, and
cultured in suspension for 10 days in TeSR-E6 medium (Stemcell). At day 8, RNA was isolated from
the embryoid bodies (Ambion). A scorecard kit (Life Technologies) was used to evaluate the gene
expression of the three germ layers. The scorecard plate was analysed using a StepOneplus™ system

real time PCR (Life Technologies) (Figure SD6).
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Alkaline phosphatase
AP activity was measured using an AP detection kit (Sigma Aldrich) and performed following the

manufacturer's instructions.

RNA extraction and reverse transcription

RNA was extracted from iPSCs before and on days 7, 14, 21, 28, and 74 of chondrogenic differentiation.
Total RNA was extracted using the NucleoSpin miRNA Kit for the isolation of small and large RNA
(Macherey-Nagel, France). Both DNA and RNA were quantified using a DS-11 spectrophotometer
(DeNovix). cDNA was synthesized from long RNA using the miScript PCR System (Qiagen, France)

and used for quantitative PCR.

Quantitative expression of chondrogenic differentiation-specific markers

Quantitative expression of chondrogenic differentiation-specific markers (Aggrecan, COL2AI,
COLI10A41, SOX9) was assessed for all samples using SyBR Select Master Mix (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific) and a Light Cycler LC480 instrument (Roche LifeSciences). The primers are

listed in Table SDS8 in Supplementary Data.

DNA extraction
DNA was extracted from iPSCs before and on days 7, 14, 21, 28, and 74 of chondrogenic differentiation

using an in-house protocol after cell lysis by a salting-out procedure, as previously described (40,41).

Bisulfite treatment of DNA

Sodium bisulfite treatment of DNA converts all unmethylated cytosine residues to uracil residues. The
methylated cytosine residues are unaffected. This process thus generates C/T polymorphisms, which
can be used to distinguish between the methylated and unmethylated allele. Genomic DNA (400 ng)
was treated with sodium bisulfite using the EZ DNA Methylation Lighting kit (Zymo Research, USA),
according to the manufacturer’s instructions. Genomic DNA was eluted using 40 pul RNase-free H,O

and conserved at -20°C.
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TaqMan allele-specific methylated multiplex real-time quantitative PCR (ASMM RTQ-PCR)
and methylation analysis.

The methylation status of seven imprinted loci (eight DMRs: 6q24 PLAGLI:alt-TSS-DMR, 7q12
GRBI0:-DMR, 7932 MEST promoter DMR, 11pl5 HI9/IGF2:1G-DMR (ICR1), 11pl5
KCNQIOTI:TSS-DMR (ICR2), 14932 MEG3/DLKI:1G-DMR, 15ql1 PWS/AS:DMR, 20ql3
GNAS/NESP:DMR) were assessed by ASMM RTQ-PCR, as previously described (42). The
methylation index (MI) at each locus was assigned by calculating the ratio between the methylated and
unmethylated alleles as follows: (amount of methylated allele/sum of both methylated and unmethylated
alleles) x 100. The ASMM RTQ-PCR primers and probe sequences are provided in Supplementary

Methods (Table SD9).

gDNA and ¢cDNA sequencing

To assess the mono or biallelic expression of imprinted genes, two single nucleotide polymorphisms
from the H19 (rs217727) and DLK1 (rs1802710) gDNA and cDNA were sequenced by standard Sanger
sequencing by Eurofins Genomics (Germany). The primers used for gDNA and cDNA amplification
and sequencing are provided in Supplementary Methods (Table SD10). The sequencing products were

then analyzed using Sequencing Analysis 5.2.

Statistics
Data in the figures are presented as means. All graphs were generated and statistical analysis

performed using GraphPad Prism 6 (USA) or Excel.
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452 TABLE WITH LEGEND

453  Table 1. Methylation index at 11p15 H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) of 10 iPSC clones (C6-C15). C6-C12
454  were reprogrammed from skin fibroblasts and C13-C15 from peripheral blood mononuclear cells
455  (PBMCs). The reprogramming of somatic cells into iPSCs was carried out using mRNA transfection
456  (C6-C11) or an episomal vector (C12-C15).

Clone |Somatic cells of origin Technic of reprogramming | 11p15 ICR1 Ml (%)
Cé6 Skin fibroblast MRNA transfection 96
c7 Skin fibroblast MRNA transfection 80
Cc8 Skin fibroblast MRNA transfection 70
Cc9 Skin fibroblast MRNA transfection 68
C10 Skin fibroblast MRNA transfection 89
C11 Skin fibroblast MRNA transfection 66
C12 Skin fibroblast Episomal vector 67
C13 PBMC Episomal vector 64
Cl4 PBMC Episomal vector 67
C15 PBMC Episomal vector 68

457

458

459
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Quantitative expression of chondrogenic markers in iPSCs by qPCR at day 28 of their
chondrogenic differentiation (C1-d28, C2-d28, C3-d28). Mature chondrocytes were used as positive
controls. C: clone, d: day, FC: fold change

Figure 2. Methylation levels of five iPSC clones (C1-5) at (a) 11p15 H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) and
(b) 14932 DLKI/MEG3:1G-DMR (IG-DMR). D: day, MI: methylation index, p: passage, ERC:
epithelial renal cells

Figure 3. Methylation levels of three iPSC clones (C1-3) at (a) 11p15 H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) and
(b) 14932 DLKI/MEG3:1G-DMR (IG-DMR) before (DO0), during (D7-D28), and after (D74)
chondrogenic differentiation). D: day, MI: methylation index

Figure 4. Extensive investigation of methylation levels at H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) in urine-derived
iPSCs. The methylation index was studied at six CTCF binding sites. MI: methylation index, Cbs: CTCF
binding site

Figure 5. Electropherograms of genomic DNA (gDNA) and complementary DNA (cDNA) for one
clone (Clone 1) carrying polymorphisms in /GF2 (rs3168310) and DLKI (rs1802710), allowing the
analysis of allelic-type expression of these genes.

Figure 6. Methylation levels of three PBMC-derived iPSC clones cultured with addition of ascorbic
acid in the culture medium at (a) 11p15 H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) and (b) /14932 DLKI/MEG3:1G-
DMR (IG-DMR). D: days, MI: methylation index, p: passage
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Figure 1. Quantitative expression of chondrogenic markers in chondrogenic iPSCs by gPCR at day 28
of differentiation (C1-d28, C2-d28, C3-d28). C: clone, d: day
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Figure 2. Methylation levels of five iPSC clones (C1-5) at (a) 11p15 H19/IGF2:1G-DMR and (b) 14932
DLK1/MEG3:IG-DMR. D: day, MI: methylation index, p: passage, ERC: epithelial renal cells
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Figure 3. Methylation levels of three iPSC clones (C1-3) at (a) 11p15 H19/IGF2:1G-DMR and (b) 14q32

491
DLK1/MEG3:IG-DMR before (DO), during (D7-D28), and after (D74) chondrogenic differentiation. D:
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493  day, MI: methylation Index
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Figure 4. Extensive investigation of methylation levels at the 11p15 H19/IGF2:IG-DMR in urine
derived iPSCs. The methylation index was studied at six CTCF binding sites. MI: methylation index,
Cbs: CTCF binding site
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Figure 5. Electropherograms of genomic DNA (gDNA) and complementary DNA (cDNA) for one clone
(Clone 1) carrying polymorphisms in IGF2 (rs3168310) and DLK1 (rs1802710), allowing the analysis of

allelic-type expression of these genes.
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509  Figure 6. Methylation levels of three PBMC-derived iPSC clones cultured with the addition of ascorbic
510  acid to the culture medium at (a) 11p15 H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) and (b) 14932 DLK1/MEG3:IG-DMR.

511 D: day, MI: methylation index, p: passage
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SUPPLEMENTARY RESULTS

Figure SD1. Methylation levels of five iPSC clones (C1-5) at 6q24 PLAGL1:alt-TSS-DMR, 7q12
GRB10:DMR, 7932 MEST promoter DMR, 11p15 KCNQ10T1:TSS-DMR, 1511 PWS/AS:DMR, and

20913 GNAS/NESP:DMR. D: day, MI: methylation index. p: passage, ERC: epithelial renal cells
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Table SD2. Methylation index at eight imprinting loci in one epithelial renal cell (ERC) clone and five

iPSC clones (C1-C5). iPSC clones were reprogrammed from ERCs using mRNA transfection and initially

cultured in feeder-free KSR medium and then mTESR medium without the addition of ascorbic acid.

11p15 11p15 14932 7p12 7932 15q11 6024 20913
ICR1 ICR2 IGDMR | GRB10 | MEST PWS/AS | PLAGLL | GNAS-
NESP
ERC 51 30 38 49 44 61 62 51
C1-p25 |97 46 51 45 43 74 46 87
Cl-p43 |97 48 67 46 45 83 48 93
C1-D7 |99 45 68 45 44 65 50 92
C1-D14 | 100 46 61 44 45 69 49 94
C1-D21 |99 55 63 52 47 63 53 96
C1-D28 | 100 48 62 51 46 64 53 98
C1-D74 |99 46 68 47 46 65 50 96
C2-p24 |75 41 75 37 43 64 49 75
C2-p35 | 94 43 78 30 45 80 50 83
c2-D7 |78 42 72 31 45 61 55 77
C2-D14 |75 45 78 38 47 66 50 83
c2-D21 |77 44 81 42 45 62 56 90
C2-D28 | 69 50 80 45 47 61 56 86
C2-D74 | 78 44 81 52 46 71 55 84
C3-p15 | 65 50 69 38 44 77 54 51
C3-p27 | 90 50 69 39 44 75 51 46
C3-D7 |67 43 76 38 45 77 54 47
C3-D14 | 90 46 84 37 46 70 52 49
C3-D21 | 68 50 79 36 44 81 61 53
C3-D28 | 67 45 78 37 43 77 56 52
C3-D74 |75 37 80 38 45 80 56 49
C4-p19 | 84 45 80 51 46 53 55 46
C4-p35 | 94 47 87 43 47 67 53 47
C5-p24 | 89 44 83 47 47 74 56 50
C5-p34 | 95 39 84 46 44 76 55 51




Figure SD3. Methylation levels of three urine-derived iPSC clones (C1-3) at 6q24 PLAGL1:alt-TSS-DMR,
15g11

during (D7-D28), and after (D74)

525

526 7912 GRB10:DMR, 7qg32 MEST promoter DMR, 11pl5 KCNQIOT1:.TSS-DMR (ICR2),
527  PWS/AS:DMR, and 20q13 GNAS/NESP:DMR before (DO),

528 chondrogenic differentiation. D: day, MI: methylation index
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531  Table SD4. Methylation index at eight imprinting loci in three iPSC clones. Clones 1, 7, and 14 were
532 reprogrammed from PBMCs using episomal vectors with the addition of ascorbic acid to the culture
533 medium.

11p15 |11p15 |14g32 [7932 |7q12 [6qg24 |15q11 |20q13

ICRL | ICR2 | IG-DMR | MEST | GRB10 | PLAGL1 | AS-PW | NESP
Clone1p10 |50 42 47 47 48 42 60 48
Clone1p20 | 55 41 51 47 45 41 61 47
Clone7p10 |51 44 47 46 44 47 63 51
Clone7p20 |54 45 56 46 42 48 64 46
Clone 14 p10 | 48 46 41 34 44 50 27 34
Clone 14 p20 | 56 40 47 53 46 49 34 53

534
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Figure SD5. Methylation levels of three PBMC-derived iPSC clones cultured with the addition of
ascorbic acid to the culture medium at 6g24 PLAGL1:alt-TSS-DMR, 7q12 GRB10:DMR, 7932 MEST
promoter DMR, 11p15 KCNQ10OT1:TSS-DMR (ICR2), 1511 PWS/AS:DMR, and 20913 GNAS/NESP:DMR.

MI: methylation index, p: passage
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Figure SD6. Pluripotency of iPSC control cell lines and karyotype. A. Immunostaining of iPSCs with
antibodies directed against the pluripotency markers NANOG, OCT4, SOX2 (red), TRA1-60, TRA1-81,
and SSEA-4 (green). Nuclei were stained with DAPI (blue). B. Normal karyotyping of cell lines. C. Positive
alkaline phosphatase staining. D. RT-PCR showing the expression of the pluripotency genes of clones 7
and 14 relative to a control iPSC cell line. E. Scorecards. TM analysis assessing pluripotency and
trilineage differentiation.
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SUPPLEMENTARY METHODS

Table SD7. Primer sequences for pluripotent genes.

F: forward, R: reverse

Gene Primer F Primer R

OCT-4 GTACTCCTCGGTCCCTTTCC CAAAAACCCTGGCACAAACT
Sox2 TTGCTGCCTCTTTAAGACTAGGA CTGGGGCTCAAACTTCTCTC
Nanog CTCCAACATCCTGAACCTCAGC CGTCACACCATTGCTATTCTTCG
hTERT CCTGGGTGGCACGGCTTTTGTTC CAGCCTTGAAGCCGCGGTTGA
RPL32 AGTTCCTGGTCCACAACGTC GTGACTCTGATGGCCAGTTG

Table SD8. Primer sequences for qPCR of chondrogenic differentiation-specific markers

F: forward, R: reverse

Gene Primers
Aggrecan F : AGGCAGCGTGATCCTTACC
R : GGCCTCTCCAGTCTCATTCTC
COL2AI F : CGTCCAGATGACCTTCCTACG
R : TGAGCAGGGCCTTCTTGAG
F : GCAACTAAGGGCCTCAATGG
COL10A1 R : CTCAGGCATGACTGCTTGAC
SOX9 F : TGGGCAAGCTCTGGACACTTC
R : ATCCGGGTGGTCCTTCTTCTG
RPLP2 F : GCACACTGACTACAGCCTTGA
R : TACCCAGGTTTGGAGGTGTG

Table SD9. Primer and probe sequences for ASMM RTQ-PCR

F: forward, R: reverse, M: methylated allele, UM: unmethylated allele

Locus Primers Probes
11p15 F:GTTTTTATATTATAGTTTAAGTTYGTTTTAGTTGAGGT | M : ACGTAACCCGAAACGT
H19/ 'GI?R';G'DMR R : TCCCATAAATATTCTATCCCTCACTACC UM : CTTACATAACCCAAAACATT
11p15 F: GGGTTAGTTTTTTGYGTGATGTGTTT M : ATAGCGGTCGTATTTCGATAT
KCNQIOITCg 5S-DMR R : ACCTCCACACCRAAAACCCA UM : TGTGTGAGGATAGTGGTTGT
14932 F: AGTTTTATGTTAAGATGTTAATTATTTTTTGGA M : TAGTTCGCGGTTCGTTAT
MEG3/DLK1:IG-DMR | R : ACCAAAAAACCTAACAAATCAAAACA UM : TAGTAGTTTGTGGTTTGTTAT
7932 F: GTATTAGGGTGAGATTAGGGTTATTATGG M : TATTACGACGATTTCGG
MEST promoter DMR | R : AAATATCACTCCTACCCRCAATAAAAT UM : AAATTTTATTATGATGATTTT
7q12 F: GGTTGTAATATTTAGTTTTYGAGGGATTG M : ACGGAGTAGCGTTCGGT
GRB10:DMR R : CRTCACATAAATTTAATCCTAAAATTCCTAT UM : ATGGAGTAGTGTTTGGTTTT
15q11 F: GATTTTGAGYGGTGTTTTATAGTTTAGGTT M : AACGCATTTACTACGAAC
PWS/AS:DMR R : TCCTATAACCTTCCCACAACRCAC UM : TAACACATTTACTACAAACCA
6024 F: AYGGGTTGAATGATAAATGGTAGATGT M : CCGTTCCGACTCCCGA
PLAGL1:alt-TSS-DMR | R : AACCCCAACRCCCTCCTC UM : CACCATTCCAACTCCCAAA
20913 F: AGTAGGGGAGGTTTTGTATTTTTATYGTA M : TCGTAAATAATTCGAATTCGGT
GNAS/AB:DMR R : TCCTTACCTCCAACCACCCAC UM: TTGGTGGGTGTGTGTTGT
20913 F: TGTTTGGGAGAGGATAGAGGAGA M : AGTTGCGCGTTCGGA
GNAS/NESP:DMR R : ACCCCCACCTCCTTACTACACA UM : TGTGAAGTTGTGTGTTTGGA




558  Table SD10. Primers used for gDNA and cDNA amplification and sequencing F: forward, R:
559 reverse

Primer 5’ Sequence 3’
H19-ex1F CAGTCACCCGGCCCAGAT
H19-ex1R AAGACACCATCGGAACAGCA
H19-ex4-5R GCTCTGGAAGGTGAAGCTAG
H19-ex5-F2 AGGCCGTCTCCACAACTCC
DLK1-ex5-F TGCGTGGATGATGAGGGC
DLK1-ex5R CTTGCACAGACACTCGTAGC
DLK1-ex4-5F TGATCAACGGCTCCCCCTGC
560
561

562



I1.4. Conclusions

L’analyse des niveaux de méthylation des clones d’iPSCs témoins a montré une
hyperméthylation au niveau des centres d’empreinte H19/IGF2:1G-DMR (11pl5) et
MEG3/DLKI1:1G-DMR (14g32) qui sont normalement uniquement méthylés sur 1’all¢le
paternel. Les centres d’empreinte H/9/IGF2 :1G-DMR en 11p15 et MEG3/DLK1 :1G-DMR en
14932 sont les seuls centres d’empreinte parentale méthylés dans tous les tissus sur 1’all¢le
paternel chez I’humain. Les régions habituellement méthylées uniquement sur 1’alléle maternel
ont des niveaux de méthylation normaux (6q24 PLAGLI:alt-TSS-DMR, 7q12 GRB10:DMR,
7q32 MEST:promoteur-DMR et 11p15 KCNQIOTI1:TSS-DMR) dans les iPSCs étudiées. Cette
hyperméthylation des iPSCs en 11pl5 et 14932 semble indépendante de la technique de
reprogrammation et du type cellulaire a 1’origine de la reprogrammation en iPSCs. Cette
hyperméthylation persiste apres redifférenciation des iPSCs en chondrocytes, cardiomyocytes
ou cellules épithéliales rénales. Les cellules différenciées conservent des niveaux de
méthylation équivalents a ceux de I’iPSCs ayant servi a la différenciation. A des stades trés
précoces de la reprogrammation (passages P3 et P5 de la reprogrammation), les iPSCs semblent
avoir une méthylation normale. Cependant, les iPSCs ne peuvent étre redifférenciées en cellules
d’intérét a des passages si précoces du fait de leur instabilité (les iPSCs nécessitent au moins
une dizaine de passages avant de pouvoir étre différenciées).

Nos résultats rejoignent les données récentes de la littérature en faveur d’une relaxation de
I’empreinte des iPSCs dans des régions normalement méthylées uniquement sur 1’all¢le
paternel (Bar and Benvenisty, 2019b). Plusieurs équipes ont tenté de corriger ces anomalies de
méthylation. Statdfeld ez al. ont montré que 1’ajout de vitamine C (acide ascorbique) dans le
milieu de culture d’iPSCs reprogrammées a partir de cellules somatiques murines modifie
I’action de I’ADN methyltransferase Dnmt3a et permet de corriger au moins partiellement les

anomalies de méthylation constatées en 14q32 (Stadtfeld et al., 2012). Cependant, Statdfeld et
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al. n’ont pas montré de correction des anomalies de méthylation dans les autres régions
soumises a empreinte parentale, notamment dans la région 11pl5, avec 1’ajout d’acide
ascorbique (Stadtfeld et al., 2012). Nous avons montré au cours de ce travail expérimental que
I’ajout d’acide ascorbique dans le milieu de culture des iPSCs associé a une culture en hypoxie
permet de prévenir la survenue d’une hyperméthylation des ICRs ¢étudiés. L hypoxie améliore
’efficacité de la culture cellulaire des iPSCs (Yoshida et al., 2009). En revanche, son rdle dans
le maintien de I’empreinte parentale n’avait jamais été documenté auparavant.

Velychko et al. ont également tent¢ de corriger les anomalies de méthylation par
reprogrammation de cellules somatiques murines en iPSCs en réexprimant uniquement trois
facteurs de pluripotence habituellement utilisés pour la reprogrammation en iPSCs (c-Myc,
Kfl4, Sox2) sans surexpression de Oct4 (Velychko et al., 2019). Velychko et al. ont réussi a
reprogrammer des iPSCs avec ces trois facteurs de pluripotence sans Oct4. L’analyse non
quantitative de la méthylation des clones obtenus a montré un niveau de méthylation normale
de la DMR secondaire du promoteur de Meg3 et de plusieurs autres loci soumis a empreinte
mais les auteurs ne donnent pas d’information concernant la DMR primaire Meg3/Dikl:1G-
DMR ni du centre d’empreinte H19/Igf2:1G-DMR. Enfin, la reprogrammation sans Oct4 est
techniquement difficile et présente un rendement tres faible (Velychko et al., 2019).

L’¢tude de Velychko et al. renforce I’hypothése d’un role trés important d’Oct4 dans la
survenue des anomalies de méthylation des iPSCs contrdles. En 1’absence de surexpression
transitoire d’Oct4 lors de la reprogrammation des iPSCs, les niveaux d’expression d’Oct4
endogenes atteignent en quelques jours dans les iPSCs reprogrammeées avec seulement trois
facteurs de pluripotence des niveaux d’expression comparables a ceux obtenus habituellement
par la surexpression exogene de Oct4 dans les clones reprogrammés avec les quatre facteurs.
Le role d’Oct4 dans la mise en place de la méthylation est mal connu mais il a été rapporté dans

des modeles murins une modulation du niveau d’expression de I’ADN methyltransferase
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Dnmtl et une modulation de I’effet du facteur CTCF par Oct4 (Weth and Renkawitz, 2011).
En conditions physiologiques, CTCF se fixe sur le centre d’empreinte H/79/Igf2:1G-DMR et
engendre une modification de la conformation chromatinienne, prévenant ainsi la méthylation
de I’allele maternel (Sakaguchi et al., 2013; Zimmerman et al., 2013). En pathologie humaine,
des délétions emportant des sites de fixation d’OCT4 et des mutations ponctuelles de ces sites
de fixation ont ét¢ décrites chez des patients présentant un gain de méthylation en 11p15 (Abi
Habib et al., 2014; Beygo et al., 2013; Demars et al., 2010).

Nous avons montré lors de I’étude des niveaux de méthylation des différents CBS du centre
d’empreinte H19/IGF2:1G-DMR que les niveaux de méthylation étaient plus élevés a distance
des sites de fixation d’OCT4. Nous formulons I’hypothese que le niveau d’expression d’OCT4
et son maintien a un niveau d’expression ¢levé au cours de la reprogrammation et de la culture

in vitro a un impact sur la protection de 1’alléle maternel contre la méthylation.
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II. Etude d’un deuxiéme modéle cellulaire : les cellules souches pluripotentes

mésenchymateuses de la pulpe dentaire

Les premiers résultats des études portant sur les iPSCs ayant révélé un niveau de méthylation
aberrant des centres d’empreinte parental, nous avons étudi¢ un second modéle cellulaire en
parallele des différents essais de mise au point des milieux de culture des iPSCs.

Un mode¢le de différentiation de cellules souches mésenchymateuses pluripotentes issues de la
pulpe dentaire (Dental Pulp Stem Cells, DPSC) en ostéoblastes a été développé en collaboration
avec le laboratoire du Pr Catherine Chaussain (Gronthos et al., 2000). Les DPSCs issues des
dents permanentes et les SHED (Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous Teeth) issues
de la pulpe des dents temporaires sont des cellules souches mésenchymateuses mises en
évidence dans les années 2000 (Gronthos et al., 2000). Elles ont la capacité a étre différenciées
en de nombreux types cellulaires. Ce modele d’étude a I’avantage d’étre non invasif car il est
possible de récupérer les dents extraites lors du soin (pour encombrement dentaire par exemple,
fréquemment présent chez les patients avec un SRS ou lors de 1’avulsion de dents de sagesse).
Ce projet collaboratif a ¢t¢ mené entre les deux laboratoires : culture et différenciation cellulaire
réalisée au sein du laboratoire du Pr Catherine Chaussain par le Docteur Eloise Giabicani a
I’occasion de son post-doctorat, et analyses moléculaires des niveaux de méthylation et de
I’expression des geénes soumis a empreinte parentale réalisées au sein de notre laboratoire par
moi-méme.

Ce travail collaboratif a fait I’objet de la rédaction de I’article ‘From dental pulp stem cell to
osteogenic differentiation : new insight in parental imprinting. Pham A. ef al.’ soumis au
journal ‘International Journal of Oral Science », accepté sous réserve de modifications

mineures (resoumis).
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II1.1. Article original soumis a ‘International Journal of Oral Science’, accepté sous
réserve de modifications mineures (resoumis) : From dental pulp stem cell to osteogenic

differentiation : new insight in parental imprinting.

Aurélie Pham *, Eloise Giabicani*, Marie-Laure Sobrier, Caroline Andrique, Julie Lesieur,
Virginie Steunou, Agnes Linglart, Anne Poliard, Catherine Chaussain and Iréne Netchine.

*Co-first authors
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Abstract

Parental imprinting is an epigenetic process leading to monoallelic expression of certain genes
depending on their parental origin. Imprinting diseases are characterized by growth and metabolic
issues starting from birth to adulthood. They are mainly due to methylation defects in imprinting control
region that drive the abnormal expression of imprinted genes. We currently lack relevant animal or
cellular models to unravel the pathophysiology of growth failure in these diseases. We aimed to
characterize the methylation of imprinting regions in dental pulp stem cells and during their
differentiation in osteogenic cells (involved in growth regulation) to assess the interest of this cells in
modelling imprinting diseases. We collected dental pulp stem cells from five controls and four patients
(three with Silver-Russell syndrome and one with Beckwith-Wiedemann syndrome). Methylation
analysis of imprinting control regions involved in these syndromes showed a normal profile in controls
and the imprinting defect in patients. These results were maintained in dental pulp stem cells cultured
under osteogenic conditions. Furthermore, we confirmed the same pattern in six other loci involved in
imprinting diseases in humans. We also confirmed monoallelic expression of H19 (an imprinted gene)
in controls and its biallelic expression in one patient. Extensive imprinting control regions methylation
analysis shows the strong potential of dental pulp stem cells in modelling imprinting diseases, in which
imprinting regions are preserved in culture and during osteogenic differentiation. This will allow to
perform in vitro functional and therapeutic tests in cells derived from dental pulp stem cells and

generate other cell-types.

Introduction

Imprinting diseases (IDs) are a set of rare diseases that mainly affect growth and metabolism *. The
phenomenon of parental imprinting results in the monoallelic expression of a gene, depending on its
parental origin % One of the most studied mechanisms controlling such selective expression is the
differential methylation of the imprinting control region (ICR). The region located in chromosome
11p15 is of particular interest, as it contains two ICRs and defects in this region can cause two IDs:
Silver-Russell syndrome (SRS, MIM#180860) and Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS,
MIM#130650). Patients with SRS present with intra-uterine growth retardation, with no catch-up
growth after birth, relative macrocephaly at birth, severe feeding difficulties, a protruding forehead, and
body asymmetry %5 The main molecular anomaly identified in these patients is the loss of methylation
(LOM) at the H19/IGF2:IG-DMR (ICR1) of the paternal allele, resulting in a loss of expression of
insulin-like growth factor 2 (IGF2, normally expressed only from the paternal allele during fetal life), a
growth factor known to be essential for growth, mainly in the prenatal period (Figure 1) &7 BWS
patients, instead, are usually born with macrosomia, macroglossia, body asymmetry, and an increased
risk of developing embryonic tumors in childhood 89 BWS is either due to a gain of methylation on the
maternal ICR1, resulting in overexpression of IGF2 from the maternal allele, or a LOM of the maternal
KCNQ1OT1:TSS-DMR (ICR2), resulting in the lack of cyclin D kinase inhibitor 1¢c (CDKN1c)
expression from the maternal allele. This gene is involved in cycle-cell inhibition (and growth
restriction) (Figure 1) ". Patients with IDs present overlapping clinical features that can be explained by

10,11

the co-regulation of imprinted genes that belong to a dynamic imprinted gene network . Indeed,

previous studies have shown that hypomethylation at one locus can affect the expression of
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maternally or paternally expressed genes of other imprinting loci without affecting methylation of the

corresponding ICR ****

. Moreover, Whipple et al. recently reported that a cluster of maternally
expressed miRNAs can downregulate several imprinted genes expressed from the paternal genome in
neurons *°. However, one of the limitations in studying these diseases is the low level of expression of
imprinted genes in human tissues available for biological research, such as leukocytes or fibroblasts.
Hence, several groups have attempted to develop cellular models to explore the mechanisms
underlying the pathophysiology of these diseases in tissues involved in the phenotype, such as bone,
adipose tissue, hepatocytes, and chondrocytes. Induced pluripotent stem cells, although promising in

16-21

theory, have shown a general ICR hypermethylation profile . Multipotent stem cells have also been

studied recently as an alternative #*°

. In this context, it has been shown that mesenchymal stem cells
derived from the dental pulp (DPSCs) may be a useful model to study IDs. In a study comparing
methylation patterns of DPSCs derived from children with a chromosome 15¢11.2-q13.3 maternal
duplication (Dup15q), known to be involved in Prader-Willi syndrome (PWS, MIM#176270), to controls,
the authors used whole genome bisulfite sequencing to show that methylation markers of 15q11.2-
g13.3 duplication were maintained in DPSCs, with significant hypermethylation of the PWS-ICR
relative to control DPSCs °. However, the authors did not provide any data about the methylation of
other ICRs ?°. Furthermore, in this last study or in the other published works on cellular models, there
is no characterization of the mono- or biallelic expression of imprinted genes in controls or patients
with IDs, although this is critical to determine whether parental imprinting is present. Even if this
pattern of expression is difficult to assess, the definition of parental imprinting relies on the monoallelic

expression of these genes which make this analysis critical in IDs’ studies.

To further investigate the potential of DPSCs as a relevant cellular model to study the pathophysiology
of IDs, we aimed to 1) characterize the methylation profile of ICRs involved in human IDs in DPSCs of
control individuals, 2) assess whether such a methylation profile is modified in patients with ICR
methylation defects responsible for their ID, 3) define the expression profile of imprinted genes in
these regions and 4) evaluate the dynamics of both the methylation and expression profile in these

regions during DPSC osteogenic differentiation.

Results

Cell culture and subjects

DPSCs were harvested from five controls (called C1 to C5), with C2 and C3 being extracted from
deciduous teeth and C1, C4, and C5 from permanent third molars. We also collected DPSCs from four
patients, three with SRS (called SRS1 to 3) and one with BWS (called BWS1). All patient DPSCs were
extracted from permanent third molars except for one odontoma (SRS1), with a macroscopic aspect of
a deciduous incisor. Clinical follow-up of all patients was at the Hopital Trousseau Pediatric
Endocrinology Clinical Unit, their main clinical characteristics are detailed in Table 1. The molecular
diagnosis of SRS was LOM at 11p15 ICR1 for the three patients and BWS was secondary to a LOM at
11p15 ICR2 (Figure 1). We confirmed the presence of DPSC markers (CD73, CD105, and CD90) in all
seeded samples (Figure SD1). The macroscopic and microscopic aspects of the dental pulp and

DPSCs in culture are presented in Figure 2a and b. There were no differences in the morphological
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aspect of the cells or a delay in proliferation during DPSC proliferation or osteogenic differentiation in
vitro. The efficiency of osteogenic differentiation is depicted in Figure 2¢ and d, showing both the
evolution of expression of the alkaline phosphatase (ALP), osteopontin (OPN), and bone sialoprotein
(BSP) genes within days of differentiation and Red Alizarin staining. ALP expression rose rapidly until
day 7 and declined during the last days of osteogenic differentiation, whereas OPN expression rose
the week after (day 14) and was lower at day 21. Finally, BSP expression was high during the entire
differentiation process, showing an increase week after week. There was no statistical difference
between controls and patients at either day 14 (p = 0.49) or day 21 (p = 0.8) in Red Alizarin
absorbance (Figure SD2a.). There were also no statistical differences in ALP, OPN, or BSP

expression at days 7, 14, or 21 between controls and patients (p from 0.3 to 1.0) (Figure SD2b).

Methylation of ICRs

We studied methylation levels at nine differentially methylated regions (DMRSs) loci in five DPSC
controls, three SRS patients, and one BWS patient. Methylation levels were normal for all controls at
ICRs of 11p15 region (Figure 3 and Table SD2 in Supplementary Data). As expected, H19/IGF2:IG-
DMR (ICR1) was hypomethylated for all SRS patients, and KCNQ1OT1:TSS-DMR (ICR2)
hypomethylated for the BWS patient (Figure 3). Methylation levels at ICRs of 11p15 region remained
unchanged during osteogenic differentiation (Figure 3 and 4b.). The methylation index of 11p15 ICR1
and ICR2 did not vary during several passages (1 to 4) of DPSCs in in-vitro culture (Figure SD3 in
Supplementary Data). All seven other DMRs showed normal methylation levels in controls, SRS and
BWS patients (Figure 4 and Table SD2 in Supplementary Data), except for DMR 7932 and 20q13 of
the BWS patient, who had a multi-loci methylation defect both in leukocytes and DPSCs. As in the
controls, the methylation levels were stable in SRS and BWS patients during osteogenic differentiation

in all studied loci (Figure 4b.).
Imprinted gene expression

Allelic expression

We next determined whether the expression of imprinted genes (mono or biallelic) in this region was
concordant with the methylation profiles at ICR1 in both controls and patients (Figure 1). We thus first
searched for polymorphisms in imprinted genes in this region for all individuals (H19, IGF2). We
identified rs217727 (AACCGTCC[A/G]CCGCA) in H19 exon 5 in two controls (C2 and C4), BWS1, and
SRS2. The heterozygous status in this specific genomic site allowed us to determine whether one
transcript was predominant (monoallelic expression) or whether both alleles were equally transcribed
in the DPSCs. The results are expressed as the ratio of the two transcripts (G/A) (Figure 5). We found
a monoallelic expression profile for both controls and BWS1 in DPSCs under regular culture conditions
and during their osteogenic differentiation, in concordance with the methylation indices of these
individuals at ICR1. On the contrary, the H19 expression profile in SRS2 was biallelic in DPSCs and

during their osteogenic differentiation, as expected (Figure 5).



Discussion

Our results show, for the first time, that all imprinted regions involved in human diseases have a
balanced methylation in DPSCs of controls. Our precise quantitative methylation-specific PCR
analysis allows us to measure methylation indices similar to those found in the mature cells of other
tissues. Furthermore, we confirm that patients already identified to be carrying an abnormal
methylation profile at two key ICRs in their leukocytes carry the same methylation defect in their
DPSCs. These results are consistent with the only published study from Dunaway et al., in which the
authors identified a balanced methylation profile in the 1511 region in controls and an abnormal
profile in patients, but no other ICR was investigated *°. As imprinting diseases (IDs) represent a very
small number of patients, the collection of DPSCs and their analysis for three patients with Silver-

Russell syndrome (SRS) and one with Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS) is highly valuable.

Osteogenic differentiation of DPSCs resulted in no alterations of the methylation profile for either
controls or patients. Furthermore, we did not identify any difference in the efficiency of osteogenic
differentiation between controls, SRS, or BWS patients. These data, concordant with those of the
study of Dunaway et al. on 15911, confirm the lack of an effect of this differentiation process in the
seven ICR methylation profiles that we studied 2, Interestingly, Dunaway et al. described difficulties
in maintaining the stability of the methylome in DPSC cultures, with global hypomethylation and
variable methylation profiles between individual DPSC lines for both control and Dup15q. The difficulty
to maintain normal levels of methylation in ICRs is also a pitfall in other cellular models, such as

16,27

induced pluripotent stem cells . Indeed, as imprinted genes work in a co-regulated network,

abnormal methylation at one locus can potentially affect the gene expression at other imprinted loci

12-15

with respect to the methylation of the corresponding ICR . This phenomenon is likely responsible,

at least partially, for the clinical overlap identified between several IDs %%~

. The novelty and strength
of our approach is the methylation analysis of all ICRs involved in human IDs. The normal methylation
profile in all ICRs we characterized, both in DPSCs and cells generated following osteogenic
differentiation, allow their use as a cellular model to study mechanisms underlying the physiopathology

of IDs. We also showed that this methylation profile was not altered with time in culture.

On an other hand, Horii et al. recently produced an animal model of SRS using epigenome-editing 3
They used the dCas9-SunTag and single-chain variable fragment-TET1 catalytic domain to produce
an epigenome-edited mouse with ICR1 hypomethylation, upregulation of H19, and downregulation of
Igf2 expression relative to control mice. The epigenome-edited mice had SRS phenotype features and
additional symptoms out of the SRS clinical spectrum such as cardiac fibrosis probably due to off-
target demethylations. Most published studies on the cellular modelling of imprinting diseases only
considered the methylation profile at ICRs as a validation of imprint maintenance in the cells, but very
few assessed allelic expression to prove it. However, such analysis is difficult due to the small number
of polymorphisms reported in the imprinted genes of interest and the existence of mosaicism in the
population of cells studied. Indeed, only one group analyzed allelic expression in DPSCs, with the
purpose of identifying molecular markers predictive of the efficiency of osteogenic differentiation 2,
Fanganiello et al. performed global gene expression profiling, in which they showed the upregulation

of IGF2 expression in DPSCs relative to that in mesenchymal stem cells from human adipose tissue
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due to the biallelic expression of IGF2 in DPSCs 2 we urge other groups working on imprinting genes
to assess allelic expression of imprinted genes of interest, as it defines imprinting phenomenon and
should be a prerequisite to pathophysiological studies. Although limited to three controls and one SRS
patient, we demonstrate, using an original method to assess and quantify allelic expression, the
preserved correlation between H19/IGF2:IG-DMR methylation and allelic expression, confirming
maintenance of the imprinting phenomenon. These results show DPSCs to be a potentially relevant

model to study parental imprinting.

To conclude, this is the first study in DPSCs obtained from controls and patients with IDs affecting the
11p15 region to characterize both the methylation profile of a large group of ICRs and allelic
expression. Our data show that DPSCs and their osteogenic differentiation are a relevant model to
study the pathophysiology of Silver-Russell and Beckwith-Wiedemann syndromes. The normal
methylation profile observed for the main ICRs inclines us to predict that it could also be a useful
cellular model to study other IDs. These results also provide perspectives on DPSC differentiation into

other lineages of interest for ID pathophysiology studies.

Materials and methods
Cell culture

Dental pulp collection

Teeth were obtained after extraction according to an orthodontic treatment plan from the Dental
Department of Hbpitaux Universitaires Paris Nord, Université de Paris, Assistance Publique-Hdpitaux
de Paris (AP-HP), France. All teeth were collected with informed oral consent from the patients and
the parents according to ethical guidelines set by the French law under the approval number 16-024
from the Institutional Review Board -IRB 00006477- of HUPNVS, Paris 7 University and AP-HP in
2016. The origin of the teeth was then coded as C1-5 for controls, SRS1-3 for patients with SRS, and
BWSL1 for the patient with BWS.

DPSC culture

Cultures of human DPSCs were established as previously reported %3

. After decontamination with
povidone-iodine solution (Betadine, Meda Pharma, France), teeth were longitudinally sectioned and
the pulp tissue collected. The pulp was then enzymatically digested with type | collagenase (3 mg/ml;
Worthington Biochem, USA) and dispase (4 mg/ml; Boehringer Mannheim, Germany). Cells were then
seeded in flasks and the cultures maintained with Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1 g/L D-Glucose
(DMEM; Invitrogen, USA) supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen, USA) and 1%
penicillin/streptomycin (PS; Invitrogen, USA) at 37°C with 5% CO,. The medium was refreshed twice a
week. We did not use specific cell proliferation assay but we monitored the number of days needed
between each passage and the delay between first culture and osteogenic differentiation onset for
each sample. Cells were detached by trypsinization at 80%-90% confluence (0.25% trypsin EDTA
solution Sigma-Aldrich, USA) and either re-plated for proliferation, frozen in liquid nitrogen, or seeded
in six-well plates (100,000 cells/well) for osteogenic differentiation. Each step of trypsinization counted

as a passage of DPSCs. For all differentiation experiments, DPSCs were used at passages 1 or 2.



Osteogenic differentiation

For osteogenic differentiation, DPSCs were seeded in six-well plates and cultured for 21 days with
osteogenic medium, composed of DMEM media supplemented with 50 pg/mL ascorbic acid sodium
salt (Sigma Aldrich, USA), 10"°M dexamethasone (Sigma Aldrich, USA), 10mM B-glycerophosphate

35-37

(Sigma Aldrich, USA), 10% fetal bovine serum, and 1% penicillin/streptomycin . Medium was

renewed twice a week.

Staining

At days 14 and 21, cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min and Alizarin Red was used as
a marker of mineralization. For the quantification of Alizarin Red staining, a 10% acetic acid solution
was added to the wells, the plates incubated for 30 min and each cell suspension transferred to a 1.5-
mL microcentrifuge tube, heated to 85°C for 10 min, and centrifuged. The supernatant was transferred
to a new tube and the acid neutralized by the addition of 0.4 volumes of 10% ammonium hydroxide.
Aliquots were deposited in triplicate in a 96-well plate and absorbance read at 550 nm with a

microplate reader (BioTek instruments, Winooski, Vermont, USA) 3¢,

DNA methylation analysis

DNA extraction
DNA was extracted from DPSC cultures before seeding in six-well plates and at days 7, 14, and 21 of
osteogenic differentiation. We used an in-house protocol for DNA extraction after cell lysis by a salting-

out procedure, as previously described .

Bisulfite treatment of DNA

Sodium bisulfite treatment of DNA converts all unmethylated cytosine residues to uracil residues. The
methylated cytosine residues are unaffected. This process thus generates C/T polymorphisms, which
can be used to distinguish between the methylated and unmethylated allele. Genomic DNA (400 ng)
was treated with sodium bisulfite using the EZ DNA Methylation lighting kit (Zymo Research, USA),
according to the manufacturer’s instructions. Genomic DNA was eluted using 40 yl RNase-free H,0O

and conserved at -20°C.

TagMan allele-specific methylated multiplex real-time quantitative PCR (ASMM RTQ-PCR) and
methylation analysis.

The methylation status of seven imprinted loci (nine differentially methylated regions, DMRs) were
assessed by ASMM RTQ-PCR, as previously described ?%: 11p15 H19/IGF2:IG-DMR, 11pl5
KCNQ1OT1:TSS-DMR, 14932 MEG3/DLK1:IG-DMR, 7932 MEST promoter DMR, 7912 GRB10:DMR,
15911 PWS/AS:DMR, 6924 PLAGL1:alt-TSS-DMR, 20913 GNAS:A/B:TSS-DMR, and the GNAS locus
NESP-DMR. The normal range of methylation indices of the nine DMRs were assessed in five control
individuals. The methylation index (MI) at each locus was assigned by calculating the ratio between
the methylated and unmethylated alleles as follows: (amount of methylated allele/sum of both
methylated and unmethylated alleles) x 100. The ASMM RTQ-PCR primers and probe sequences are
provided in supplementary data (table SD1).



RNA expression

RNA extraction and reverse transcription

RNA was extracted from DPSC cultures before seeding in six-well plates and at days 7, 14, and 21 of
osteogenic differentiation. Total RNA was extracted using the NucleoSpin miRNA Kit for the isolation
of small and large RNAs (Macherey-Nagel, France). Both DNA and RNA were quantified using a DS-
11 spectrophotometer (DeNovix, USA). cDNA was synthesized from long RNA using the miScript PCR

System (Qiagen, France) and used for quantitative PCR.

Real-time PCR quantification of mMRNA
Expression in the controls was arbitrarily set to 1 and fold changes (FCs) between two groups were

calculated as FC = 2724

. The housekeeping gene 18S was used as a reference because it had the
best stability in DPSCs after preliminary experiments comparing it to other commonly used genes. The

sequences of all the primers used for PCR are presented in Table SD1 in Supplementary Data.

PCR

Qualitative expression of the DPSC-specific markers CD90, CD105, and CD73 was performed for all
samples using AmpliTag Gold 360 Master Mix and a Veriti 96-well thermal cycler (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific, USA). Primer sequences and the amplicon sizes are available in Table SD1

in Supplementary Data.

Allelic expression

To assess the mono- or biallelic expression of imprinted genes, we adapted a SNP genotyping assay
to cDNA (TagMan® SNP Genotyping Assays rs217727 C_2603707_10, ThermoFisher Scientific,
USA) using TagPath™ ProAmp™ Master Mix “°, First, we searched for rs217727 in H19 in gDNA of
both controls and patients by standard Sanger sequencing (Eurofin Genomics, Germany). The
sequencing products were then analyzed using Chromas 2.6.6 (Technelysium Pty Ltd, Australia).
Then, we used two probes, one specific for the SNP (rs217727, AACCGTCC[A/G]JCCGCA) and the
other for DNA with no polymorphism. Finally, we quantified the relative expression of cDNA (reversed
from mRNA) carrying the polymorphism or not by RTQ-PCR. Results are expressed as the ratio of
cDNA carrying a G or A in the rs217727 position. Primer and probe sequences are provided in

Supplementary Data (Table SD1).

Statistics

Data presented in the figures are expressed as means (for controls and SRS patients) and the error
bars represent the standard error of the mean (SEM). Mann-Whitney tests were used to compare
unpaired quantitative distributions and Wilcoxon tests if the values were paired. All graphs were

created and statistics performed using GraphPad Prism 6 (USA).
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Figures legends

Figure 1. Schematic representation of the imprinted domains in the 11p15 region involved in Silver-
Russell and Beckwith-Wiedemann syndromes. Only the imprinted genes that are involved in these
syndromes are represented. Blue boxes indicate genes expressed from the paternal (pat) allele (IGF2
and the long noncoding RNA KCNQ10OT1). Red boxes indicate genes expressed from the maternal
(mat) allele (CDKN1c, KCNQ1 (coding for an ion channel) and the long noncoding RNA H19). Green
lines indicate differentially methylated regions (H19/IGF2:IG-DMR, the telomeric domain, called ICR1
and KCNQ1OT1:TSS-DMR, the centromeric, domain called ICR2). Green stars represent methylated
DMRs. a. Normal 11p15 region. ICR1 is methylated on the paternal allele, leading to IGF2 expression
from the paternal allele and H19 expression from the maternal allele. ICR2 is methylated on the
maternal allele, leading to CDKN1c and KCNQ1 expression from the maternal allele and KCNQ10T1
expression from the paternal allele. b. The three SRS patients (SRS1-3) presented with the loss of
methylation of ICR1 in the paternal allele due to partial deletion of ICR1 (SRS1) or an epigenetic
defect (SRS2-3), leading to a lack of paternal expression of IGF2 and gain of maternal expression of
H19. c. The BWS patient presented with the loss of methylation of ICR2 in the maternal allele, leading

to a lack of maternal expression of CDKN1c and a gain of paternal expression of KCNQ1OT1.

Figure 2a. Macroscopic view of dental pulp after permanent third molar section. b. Microscopic image
of dental pulp stem cells during the cell culture stage (4X/0.10). c. Red Alizarin staining: the photo on
the left shows a macroscopic view of the wells after staining. The two upper wells were cultured in
osteogenic medium for 21 days, whereas the lower one was cultured in classical cell culture medium
and 10% fetal bovine serum (FBS10). The chart shows the quantification of staining at days 14 and 21

(D14, D21) of cells grown in either osteogenic differentiation (Os) or classical proliferation medium for



the controls and patients (FBS10). OD: optic density. d. Evolution of expression of ALP, OPN, and
BSP within days of differentiation for all individuals. Histograms show the mean value with the
standard error of the mean (**p = 0.008, *p = 0.03).

Figure 3. Methylation levels (mean with SD bars) of five controls (C1-5) and four patients (SRS1-3,
BWS1) of 11p15 H19/IGF2:IG-DMR (ICR1) and KCNQ1OT1:TSS-DMR (ICR2). a. Methylation index
(MI) of DPSCs before osteogenic differentiation. Ml were determined in a unique experiment for all
samples and controls results were pooled. b. Methylation indices of ICR1 and ICR2 during osteogenic
differentiation (days 7, 14, and 21 are pooled, histograms represent the mean and errors bars the

standard deviation). Grey zones indicate the normal range of methylation indices identified in controls.

Figure 4. Methylation profile (mean with SD bars) of five controls (C1-5) and four patients (SRS1-3,
BWS1) at six imprinted loci (differentially methylated regions in chromosomes 6q24, 7pl12 7932,
14932, 1511, and 20g13). a. Methylation indices (Mls) of DPSCs. MI were determined with a unique
experiment for all samples and controls results were pooled. b. Methylation indices during osteogenic
differentiation (days 7, 14, and 21 are pooled, histograms represent the mean and errors bars the

standard deviation). Grey zones indicate the normal range of methylation indices.

Figure 5. Allelic expression profile of H19 in individuals with normal methylation at H19/IGF2:IG-DMR
and one patient with Silver-Russell syndrome (SRS2) in dental pulp stem cells (DPSC) or during
osteogenic differentiation (OS). The ratio of each expressed allele was quantified. Values approaching
0 or 100% reflect monoallelic expression, whereas ratios around 50% reflect biallelic expression of
H19. Each diamond represents one control result (n = 3) and each triangle the SRS2 values.
Horizontal bars represent the mean of the data and vertical bars the standard error of the mean.
rs217727 variation in gDNA: AACCGTCC[A/G]CCGCA.

Table legend

Table 1. Main clinical features of patients with Silver-Russell syndrome (SRS1-3) and Beckwith-

Wiedemann syndrome.
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Figure 1. Schematic representation of the imprinted domains in the 11p15 region involved in Silver-
Russell and Beckwith-Wiedemann syndromes. Only the imprinted genes that are involved in these
syndromes are represented. Blue boxes indicate genes expressed from the paternal (pat) allele (/GF2
and the long noncoding RNA KCNQ170OT1). Red boxes indicate genes expressed from the maternal
(mat) allele (CDKN1c, KCNQ1 (coding for an ion channel) and the long noncoding RNA H19). Green
lines indicate differentially methylated regions (H19//GF2:1G-DMR, the telomeric domain, called ICR1
and KCNQ10OT1:TSS-DMR, the centromeric, domain called ICR2). Green stars represent methylated
DMRs. a. Normal 11p15 region. ICR1 is methylated on the paternal allele, leading to /IGF2 expression
from the paternal allele and H79 expression from the maternal allele. ICR2 is methylated on the maternal
allele, leading to CDKN1c and KCNQ1 expression from the maternal allele and KCNQ70OT1 expression
from the paternal allele. b. The three SRS patients (SRS1-3) presented with the loss of methylation of
ICR1 in the paternal allele due to partial deletion of ICR1 (SRS1) or an epigenetic defect (SRS2-3),
leading to a lack of paternal expression of /IGF2 and gain of maternal expression of H79. c. The BWS
patient presented with the loss of methylation of ICR2 in the maternal allele, leading to a lack of maternal
expression of CDKN7c and a gain of paternal expression of KCNQ10T1.
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Figure 2 a. Macroscopic view of dental pulp after permanent third molar section. b. Microscopic image
of dental pulp stem cells during the cell culture stage (4X/0.10). c. Red Alizarin staining: the photo on
the left shows a macroscopic view of the wells after staining. The two upper wells were cultured in
osteogenic medium for 21 days, whereas the lower one was cultured in classical cell culture medium
and 10% fetal bovine serum (FBS10). The chart shows the quantification of staining at days 14 and 21
(D14, D21) of cells grown in either osteogenic differentiation (Os) or classical proliferation medium for
the controls and patients (FBS10). OD: optic density. d. Evolution of expression of ALP, OPN, and
BSP within days of differentiation for all individuals. Histograms show the mean value with the
standard error of the mean (**p = 0.008, *p = 0.03).
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Figure 3. Methylation levels (mean with SD bars) of five controls (C1-5) and four patients (SRS1-3,
BWS1) of 11p15 H19/IGF2:1G-DMR (ICR1) and KCNQ1OT1:TSS-DMR (ICR2). a. Methylation index
(MI) of DPSCs before osteogenic differentiation. b. Methylation indices of ICR1 and ICR2 during
osteogenic differentiation. Grey zones indicate the normal range of methylation indices identified in

controls.
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Figure 4. Methylation profile (mean with SD bars) of five controls (C1-5) and four patients (SRS1-3,
BWS1) at six imprinted loci (differentially methylated regions in chromosomes 6q24, 7p12 7q32,
14932, 15q11, and 20q13). a. Methylation indices (Mls) of DPSCs. b. Methylation indices during
osteogenic differentiation (days 7, 14, and 21 are pooled, histograms represent the mean and errors
bars the standard deviation). Grey zones indicate the normal range of methylation indices.
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Figure 5. Allelic expression profile of H79 in individuals with normal methylation at H19/IGF2:1G-DMR
and one patient with Silver-Russell syndrome (SRS2) in dental pulp stem cells (DPSC) or during
osteogenic differentiation (OS). The ratio of each expressed allele was quantified. Values approaching
0 or 100% reflect monoallelic expression, whereas ratios around 50% reflect biallelic expression of H79.
Each diamond represents one control result (n = 3) and each triangle the SRS2 values. Horizontal bars
represent the mean of the data and vertical bars the standard error of the mean. rs217727 variation in
gDNA: AACCGTCCI[A/G]CCGCA.
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Supplementary data

Table SD1. List and sequences of the primers used in this study. F: forward, R: reverse, M:
methylated allele, UM: unmethylated allele

Primers used for mRNA amplification by PCR

Primer 5’ Sequence 3’ Amplicon size
CD105-F AGTCTTGCAGAAACAGTCCA 129bp
CD105-R TGGACTTCAAGGATGGCATT

CD90-F AATACCAGCAGTTCACCCAT 165bp
CD90-R GCTAGTGAAGGCGGATAAGT

CD73-F AGCTTACGATTTTGCACACC

CD73-R ATCTGCTGAACCTTGGTGAA 130bp

Primers used for gDNA and cDNA amplification and sequencing

Primer 5’ Sequence 3’
H19-ex1F CAGTCACCCGGCCCAGAT
H19-ex1R AAGACACCATCGGAACAGCA
H19-ex4-5R GCTCTGGAAGGTGAAGCTAG
Primers used for mRNA quantification by RT-PCR
Primer 5’ Sequence 3’
IGF2-F CGGCTTCCAGACACCAATGG
IGF2-R GCGGAAACAGCACTCCTCAA
COL1A1-F TGACTGGAAGAGTGGAGAGTA
COL1A1-R TCTTGCTGATGTACCAGTTCT
OPN-F GTTGTCCCCACAGTAGACAC
OPN-R GTATGCACCATTCAACTCCT
ALP-F AACTGATGTGGAGTATGAGAGTG
ALP-R GAAGTGGGAGTGCTTGTATCT
Primers and probes used for TagMan allele-specific methylated multiplex real-time quantitative
PCR (ASMM RTQ-PCR)
Locus Primers Probes
11p15 F: GTTTTTATATTATAGTTTAAGTTYGTTTTAGTTGAGGT | M : ACGTAACCCGAAACGT
H19/IGF2:1G-DMR R : TCCCATAAATATTCTATCCCTCACTACC UM : CTTACATAACCCAAAACATT
11p15 F: GGGTTAGTTTTTTGYGTGATGTGTTT M : ATAGCGGTCGTATTTCGATAT
KCNQ1OT1:TSS-DMR | R : ACCTCCACACCRAAAACCCA UM : TGTGTGAGGATAGTGGTTGT
14932 F: AGTTTTATGTTAAGATGTTAATTATTTTTTGGA M : TAGTTCGCGGTTCGTTAT
MEG3/DLK1:1G-DMR | R : ACCAAAAAACCTAACAAATCAAAACA UM : TAGTAGTTTGTGGTTTGTTAT
7932 F : GTATTAGGGTGAGATTAGGGTTATTATGG M : TATTACGACGATTTCGG
MEST promoter DMR | R : AAATATCACTCCTACCCRCAATAAAAT UM : AAATTTTATTATGATGATTTT
7q12 F : GGTTGTAATATTTAGTTTTYGAGGGATTG M : ACGGAGTAGCGTTCGGT
GRB10:DMR R : CRTCACATAAATTTAATCCTAAAATTCCTAT UM : ATGGAGTAGTGTTTGGTTTT
15911 F : GATTTTGAGYGGTGTTTTATAGTTTAGGTT M : AACGCATTTACTACGAAC
PWS/AS:DMR R : TCCTATAACCTTCCCACAACRCAC UM : TAACACATTTACTACAAACCA
6024 F : AYGGGTTGAATGATAAATGGTAGATGT M : CCGTTCCGACTCCCGA
PLAGL1:alt-TSS-DMR | R : AACCCCAACRCCCTCCTC UM : CACCATTCCAACTCCCAAA
20913 F: TGTTTGGGAGAGGATAGAGGAGA M : AGTTGCGCGTTCGGA
GNAS locus NESP-DMR | R: ACCCCCACCTCCTTACTACACA UM :TGTGAAGTTGTGTGTTTGGA
20913 F: AGTAGGGGAGGTTTTGTATTTTTATYGTA M : TCGTAAATAATTCGAATT
GNAS:A/B:TSS-DMR | R: TCCTTACCTCCAACCACCCAC UM : TTGGTGGGTGTGTGTGTTGT




Figure SD1. CD90 (a), CD105 (b), and CD73 (c) expression in controls (C1-C5), SRS patients (SRS1-
3), and the BWS patient (BWS1) relative to that in fibroblasts (F), as a positive control, and water (H20),

as a negative control.
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Figure SD2. Comparison of osteogenic differentiation characteristics between controls, SRS patients,
and the BWS patient. a. Quantification of Red Alizarin absorbance in DPSCs cultured in osteogenic
medium relative to that of cells not exposed to osteogenic differentiation at days 14 (D14) and 21 (D21)
of differentiation. b, ¢, and d. Relative expression of ALP, OPN, and BSP at days 7, 14, and 21 of
osteogenic differentiation. There was no statistical difference between the controls and SRS patients.
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Figure SD3. Profile of methylation (mean with SD bars) of a. four controls (C1, C2, C4 and C5) and b.
four patients (SRS1-3, BWS1) at ICR1 and ICR2 at various passages of DPSCs in in vitro culture. Ml:

methylation index.
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Table SD2. Methylation levels for all patients (SRS1-3, BWS1) and controls (C1-5) at various passages
during in vitro culture of DPSCs and osteogenic differentiation (days 7, 14, and 21), as determined by
ASMM RT-gPCR in the 9 DMRs studied. Low levels of methylation are highlighted in green and high

levels in orange.

11p15 | 11p15 | 14932 | 7q32 | 7p12 | 15q11 | 6q24 é?\lf:'_ é?\lf:'_

ICR1 | ICR2 | DLK1 | MEST | GRB10 | PWS/AS | PLAGLL | = o NESP
Clpl 44 46 47 51 51 45 53 52 52
C1p2 48 48 51 45 50 48 53 55 52
C1p3 48 54 51 50 50 50 50 54 52
C1p4 43 48 52 47 54 44 54 56 54
Clday7 43 51 52 51 49 47 54 53 52
C1 day 14 48 53 47 52 51 48 49 56 52
C1day 21 48 45 47 45 51 47 52 53 53
C2 pl 54 49 52 43 49 46 45 50 56
C2 p2 49 44 49 46 48 48 49 42 52
C2 p3 48 46 47 51 47 48 46 53 53
C2 p4 48 44 48 50 48 49 45 54 52
C2 day 7 47 49 47 48 47 47 49 44 53




C2day 14 53 56 56 54 57 46 49 44 58
C2day21 45 50 51 53 50 48 49 51 52
C3pl 52 48 54 47 49 48 48 52 50
C3day? 46 45 49 44 47 49 50 49 53
C3day 14 51 47 44 51 48 48 48 44 52
C3day21 51 48 48 54 50 49 48 48 55
C4pl 55 50 52 48 49 45 51 51 48
C4 p2 48 56 51 43 47 44 47 51 54
C4 p3 50 44 49 48 50 48 50 54 56
C4 p4 46 46 44 45 52 46 51 54 56
C4day?7 54 54 52 48 50 45 49 55 55
C4 day 14 53 57 50 49 50 47 48 57 52
C4 day 21 50 46 47 46 52 49 51 54 52
C5p1 47 53 47 54 49 49 55 53 53
C5p2 46 52 47 51 56 51 50 47 51
C5p3 47 52 46 46 53 54 51 54 50
C5 p4 43 52 50 46 53 54 48 54 52
C5day?7 43 46 45 46 48 54 50 49 53
C5day 14 48 46 48 47 48 57 52 52 49
C5day 21 49 53 55 51 55 53 55 53 53
SRS1 p1 7 48 47 50 52 53 52 47 49
SRS1 p2 4 48 48 51 53 53 50 54 49
SRS1 p3 7 52 48 52 57 53 50 54 51
SRS1 p4 8 47 49 53 50 53 49 51 49
SRS1day 7 10 45 45 49 49 53 46 53 50
SRS1 day 14 12 44 46 55 51 52 46 44 52
SRS1day 21 7 45 52 52 49 48 44 51 50
SRS2 p1 16 49 48 50 49 47 47 47 54
SRS2 p2 9 44 50 47 46 44 48 54 53
SRS2 p3 10 44 49 48 50 46 46 50 53
SRS2 p4 10 49 48 48 51 43 45 51 52
SRS2 day 7 8 56 50 46 48 44 45 53 56
SRS2 day 14 6 41 51 45 48 45 50 53 50
SRS2 day 21 9 50 50 47 49 44 52 54 51
SRS3 p1 31 51 52 51 50 50 44 54 51
SRS3 p2 34 52 58 44 53 49 46 44 53
SRS3 p3 34 54 53 48 48 48 46 47 51
SRS3 p4 31 49 53 48 49 50 45 50 49
SRS3 day 7 30 54 55 45 52 49 51 44 50
SRS3 day 14 30 49 49 46 47 52 48 43 51
SRS3 day 21 31 51 54 51 47 52 48 50 49
BWS1 pl 52 27 46 35 46 49 46 36 56
BWS1 p2 49 31 46 32 50 48 47 36 61
BWS1 p3 47 40 45 33 49 51 49 26 59
BWS1 p4 46 26 46 30 48 50 49 31 55
BWS1 day 7 50 27 44 31 46 53 46 42 58
BWS1 day 14 53 28 52 33 45 54 44 44 58
BWS1 day 21 50 29 46 31 47 55 51 45 58




SRS1 SRS2 SRS3 BWS1
TARGET HEIGHT, cm (SDS) 176.0 (0.2) 165.5 (0.45) 182.0(1.2) 167.0 (0.7)
BIRTH PARAMETERS Term, WA+d 31+5 37+5 40 33+5
weight, g (SDS) 890 (-3.5) 1435 (-4.0) 2560 (-2.0) 2700 (2.6)
length, cm (SDS) 30.5 (-6.8) 40.5 (-4.7) 45.0 (-3.3) 48.5 (2.5)
head circumference, cm (SDS) 29.0(-0.1) 32.0(-1.7) 35.0(-0.1) 31.5(0.5)
rGH TREATMENT ONSET age, years 4.0 2.9 2.3 No rGH
height, cm (SDS) 80.0 (-3.5) 81.7 (-2.0) No rGH
LAST VISIT age, years 13.0 17.5 16.1 20.0
height, cm(SDS) 151.5 (-0.1) 150.0" (-2.4) 179.0" (0.7) 179.5" (2.9)
body asymmetry, (2 KEVEEEN SE | bodyasymmetry, | oY SRAEHY
OTHER FEATURES feeding difficulties, " feeding difficulties, !
[0 S term nutritional support, ) ST macroglossia
advanced puberty No tumor

SDS : Standard deviation score ; WA+d : weeks of amenorrhea and days; rGH: recombinant growth hormone. ! Final height.



Paris the 31% of January 2022,
Dear reviewers,

First, we would like to thank you to have accepted to judge our work and for your
appreciations and comments. Please find in this document the answers we provided
to each of them, together with a revised version of the manuscript where the changes
are highlighted in green.

Reviewer #1 (Comments to the Author):

1. Why there is no error bar in the methylation index before osteogenic
differentiation in Fig.3 and Fig.4?

Indeed, the methylation index was determined in one sample for each individual and
with no replicate since ASMM-RTgPCR is a very robust method that we use for routine
diagnosis. We pooled the methylation indices of controls’ DPSC and for each individual
during osteogenic differentiation, days 7, 14 and 21 were gathered. We add a sentence
in the legend of both figures to clearly state why there is no error bar in some
histograms.

2.In the sentence "Osteogenic differentiation of DSPCs resulted in no alterations of
the methylation profile for either controls or patients.”, DSPCs should be DPSCs.

Sorry for this mistake, we have corrected it.
3. There is no significance of assessing allelic expression in the introduction.

We add two sentences to highlight the importance of assessing allelic expression in
studies on IDs since it defines the parental imprinting phenomenon, although it is rarely
done in published works.

Reviewer #2 (Comments to the Author):

1. Although the phenotype of both syndromes is well defined without a great clinical
heterogeneity the clinical characterization it would be useful to include a summarized
description of the clinical manifestations showing the growth alterations of the
syndromic tooth donors in addition to the molecular analysis.

We fully agree that our manuscript lacked of clinical inputs on patients and we add a
table gathering the main clinical features (mainly the growth impairment and
management) for each patient. Please find these data in table 1.



2. In the results section page 3 concerning the phrase: “There were no differences in
the aspect of the cells or a delay in proliferation during DPSC proliferation or
osteogenic differentiation in vitro” I suggest to modify to the morphological aspect of
the cells and explain in the methods section how was the cell proliferation assessed
since it was not clear.

We precise “morphological” aspect as suggested. We added a sentence in the methods
section to explain that we did not perform any specific proliferation assay but we have
monitored the days between each passage and between the DPSC collection and their
differentiation. These delays were comparable between controls and patients: 5 to 8
days between two passages for controls, 4 to 7 days for SRS patients and 3 days for
BWS1 and a mean of 19.3 (SD 3.5) and 19.6 (SD 3.5) days respectively for controls and
patients before differentiation onset.

We hope we have addressed all your comments and that you will find our article
suitable for publication.

Best regards

Eloise Giabicani, Aurélie Pham and colleagues



I11.2. Conclusions et perspectives

Ces deux mode¢les cellulaires de différenciation en cellules d’intérét a partir de cellules souches
pluripotentes sont prometteurs et offrent des perspectives intéressantes. Ces modeles cellulaires
permettront de faire des analyses moléculaires afin de mieux comprendre la physiopathologie
de ces maladies liées a des anomalies de I’empreinte et en particulier I’organisation du réseau
de geénes soumis a empreinte parentale, par des études de RNAseq par exemple. Ces modeles
pourraient également offrir des perspectives en termes de test thérapeutique a 1’échelle
cellulaire (test de nouvelles molécules, thérapie génique...).

Cependant, ces modeles présentent des inconvénients. Le modéle d’iPSCs demande encore du
travail de mise au point des milieux de culture afin de s’assurer de la stabilité des niveaux de
méthylation des centres d’empreinte parentaux lors de la culture et de la redifférenciation. Bien
que prometteuse, 1’ajout de vitamine C dans le milieu de culture ne semble pas résoudre
enticrement le probléeme de méthylation aberrante des centres d’empreinte 11p15 et 14932
puisqu’un certain nombre de clones deviennent hyperméthylés lors de la culture cellulaire. 11
est donc nécessaire de vérifier le maintien de I’empreinte parentale dans chaque clone d’iPSCs
et au cours de sa redifférenciation avant de pouvoir I’utiliser comme mod¢le cellulaire. Enfin,
il sera nécessaire de vérifier que les anomalies de 1I’empreinte parentale soient maintenues lors
de la reprogrammation d’iPSCs a partir de cellules de patients atteints de SRS ou de TS, notre
travail ayant porté exclusivement sur des iPSCs obtenus par reprogrammation de cellules issues
de témoins sains. Les niveaux de méthylation sont équilibrés dans les DPSCs et dans les cellules
différenciées a partir des DPSCs, mais ces cellules ne sont accessibles pour des travaux de
recherche qu’en cas d’extraction dentaire programmeée. Les patients avec un SRS présentent un
encombrement dentaire pour lequel une extraction est souvent nécessaire, ce qui nous a permis
d’avoir acces aux DPSCs. En revanche, 1’accessibilité aux DPSCs est limitée dans les autres

maladies liées a I’empreinte parentale.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES GENERALES
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L’objectif de ce travail de theése était de documenter le role du géne soumis a empreinte
parentale DLK dans la régulation épigénétique de la croissance feetale a I’aide d’une approche

translationnelle et fondamentale.

Il a ét¢ montré précédemment par deux équipes qu’il existe une diminution significative des
concentrations sériques de DLKI1 circulant dans le sang maternel au troisiéme trimestre de
gestation en cas de feetus PAG (Cleaton et al., 2016; MacDonald et al., 2020). Cependant, les
données étaient contradictoires concernant I’association d’une diminution de DLK1 avec une
restriction de croissance feetale d’origine vasculaire placentaire (Cleaton et al., 2016;
MacDonald et al., 2020). Faire la différence entre RCIU et PAG est particulierement important
dans la surveillance de la gestation et pour le choix du terme d’accouchement optimal
(Andreasen et al., 2021). Au cours de la premicre partie de ce travail, nous avons pu montrer
qu’il existe dés 26 SA une diminution significative des concentrations sériques de DLK1 dans
le sang maternel en cas de feetus PAG, indépendamment des signes d’insuffisance vasculaire
placentaire. Cependant, la diminution des concentrations de DLK1 en cas de nouveau-né PAG
est trés modeste et une mesure isolée des concentrations de DLK1 au cours de la gestation ne
peut pas étre considérée comme un biomarqueur suffisamment performant de PAG. En
revanche, 1’évolution selon une courbe parfaitement polynomiale des concentrations sé€riques
de DLKI1 chez une femme enceinte a titre individuel laisse penser que la mesure des
concentrations de DLK1 circulant a intervalles réguliers pendant la gestation pourrait refléter
la croissance intra-utérine et permettre selon I’évolution de la courbe individuelle de dépister
précocement une altération de la croissance intra-utérine. Nous projetons dans un premier temps
de modéliser les courbes d’évolution des concentrations sanguines de DLK1 entre 12 et 36 SA
chez des femmes enceintes donnant naissance a des nouveau-nés eutrophes puis les courbes

d’évolution des concentrations de DLK 1 chez des méres donnant naissance a des nouveau-nés
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PAG, afin de déterminer si I’étude de 1’évolution individuelle des concentrations sériques de
DLKI1 chez des femmes enceintes permettrait de dépister précocement une altération de la

croissance feetale.

La deuxiéme partie de ce travail a consisté en la recherche de mutations de DLK/ au sein d’une
cohorte de 132 patients nés PAG. Nous avons choisi de séquencer DLK! chez des patients nés
PAG répondant a la définition clinique du SRS mais chez qui aucune étiologie moléculaire
n’avait ét¢ identifiée. Des anomalies moléculaires de la région 14932 ont précédemment été
identifiées chez des patients présentant un diagnostic clinique de SRS (Geoffron et al., 2018).
DLK] étant exprimé a partir de la région 14932 et les mod¢eles murins d’invalidation de Dikl
étant PAG, la recherche de mutation de DLK/ chez des patients nés PAG avec un diagnostic
clinique de SRS semblait pertinente. Le séquengage de DLKI chez ces 132 patients n’a pas
permis de mettre en évidence de mutation au sein de ce gene, rendant I’implication des
mutations de DLKI dans le SRS nulle ou trés peu fréquente. Le role de chacun des geénes
exprimés a partir de la région 14q32 dans le phénotype des patients avec un TS présentant une
disomie uniparentale ou une perte de méthylation a ce locus n’étant pas bien défini, il est
difficile de savoir si la perte d’expression de DLK est responsable de 1’ensemble des signes
cliniques présents chez les patients présentant un TS (RCIU et retard de croissance postnatal,
macrocéphalie relative, difficultés alimentaires, hypotonie...). L’absence d’identification de
mutations de DLK/ au sein de notre cohorte d’étude est donc peut-étre liée au choix que nous
avons fait de séquencer DLK] chez des patients avec un diagnostic clinique de SRS. Il serait
intéressant d’¢largir le séquengage de DLK I en ne se limitant pas a des patients présentant un

phénotype strict de SRS avec une macrocéphalie relative.
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Les génes soumis a empreinte parentale sont organisés en réseau avec une action en trans des
transcrits des genes sur 1’expression des geénes de régions situées a distance. Le role de DLK1
dans I’expression des genes de ce réseau est mal connu. Les patients présentant un TS avec
anomalies moléculaire au locus DLK1/MEG3 (14q32) ou un SRS avec anomalies moléculaires
au locus H19/IGF2 (11pl15) présentent des caractéristiques phénotypiques (dont le RCIU) et
moléculaires communes, ce qui constitue un modele pour 1’étude du réseau de génes soumis a
empreinte parentale. Les génes soumis a empreinte parentale étant faiblement exprimés dans
les fibroblastes ou les leucocytes, développer un modele cellulaire d’étude est un préalable a
I’étude du transcriptome. Nous avons développé deux modeles cellulaires qui offrent des
perspectives intéressantes pour 1’étude du transcriptome de ces régions soumises a empreinte
parentale et dans leurs interactions a distance. Dans les deux cas, nous avons obtenus des
cellules d’intérét pour 1’étude de la physiopathologie du réseau de génes soumis a empreinte
(chondrocytes, ostéocytes) en différenciant des cellules pluripotentes (iPSCs ou DPSC). Dans
le modele d’iPSCs, nous avons €té confrontés a une hyperméthylation aberrante des centres
d’empreinte 11pl5 IGF2 /HI9:1G-DMR et 14932 MEG3/DLKI :1G-DMR. De fagon
intéressante, il s’agit des deux seuls centres d’empreinte méthylés sur 1’alléle paternel et au sein
desquels la fixation de CTCF induit une organisation au sein des TADs différente selon
I’origine parentale de 1’all¢le. En effet, la fixation de CTCF uniquement sur 1’all¢le maternel
non méthylé de ces deux régions induit la formation de sous-TADs différents entres les all¢les
maternels et paternels. Nous avons réussi a corriger cette hyperméthylation grace a I’adjonction
d’acide ascorbique dans le milieu de culture des iPSCs associée a une culture en hypoxie. Le
modele de cellules souches pluripotentes nécessite encore un travail de mise au point des
milieux de culture afin de s’assurer de la stabilit¢ des niveaux de méthylation des centres
d’empreinte parentaux lors de la culture et de la redifférenciation, mais est prometteur. Dans

les cellules différenciées a partir des DPSCs, les niveaux de méthylation sont €quilibrés dans
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les cellules souches issues de la pulpe dentaire mais ces cellules ne sont accessibles qu’en cas
d’extraction dentaire programmeée.

Les modeles murins constituent des outils intéressants pour 1’étude des maladies liées a des
anomalies de I’empreinte parentale. Les loci soumis a empreinte parentale et les mécanismes
qui gouvernent la mise en place et le maintien de I’empreinte parentale sont en effet largement
conservés entre les especes (Bartolomei et al., 1991). Cependant, jusque tres récemment, aucun
modele murin ne présentait 1’ensemble du phénotype de la maladie liée a des anomalies de
I’empreinte parentale constaté chez I’humain. Horii et al. ont généré trés récemment un modele
murin de SRS qui semble trés prometteur (Horii et al., 2020). Ce mod¢ele murin a été obtenu
par des techniques d’édition du génome. L’édition du génome est une technique de biologie
moléculaire qui consiste a modifier le génome de facon trés précise a I’aide de nucléases
appelées « ciseaux moléculaires ». Le systéme Cas-9-SinTag permet de réaliser une
démeéthylation ciblée du génome par le recrutement de TETI(ten-eleven-translocation 1) au
locus concerné. La protéine TET1 est une enzyme capable d’hydroxyler la 5-méthylcytosine en
5-hydroxyméthylcytosine (Guo et al., 2011). Cette technologie a permis de réaliser une
déméthylation ciblée du génome au centre d’empreinte H19/Igf2:1G-DMR dans des cellules
souches embryonnaires murines ou des blastomeres donnant ensuite naissance a des modeles
murins de SRS par perte de méthylation en H19/Igf2:1G-DMR. Il s’agit du premier modele
murin dans lequel la déméthylation est induite a un stade préimplantatoire. Comme les patients
humains présentant un SRS, ces modeles murins présentent une surexpression de H79 et un
défaut d’expression d’/gf2, conduisant a une restriction de croissance sévére avec retard de
croissance postnatal (Horii et al., 2020). Les souriceaux présentent un phénotype tres proche de
celui constaté chez I’humain avec une relative macrocéphalie, des hypoglycémies néonatales,
des difficultés alimentaires et une asymétrie corporelle. Cependant, les différences qui existent

entre ’humain et la souris en termes de métabolisme et de physiologie de la croissance rendent
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difficile I’extrapolation des résultats obtenus chez la souris a I’humain. Par ailleurs, certains
modeles murins avec des anomalies moléculaires des régions soumises a empreinte parentale
ne sont pas viables contrairement aux anomalies analogues chez 1’humain, comme c’est le cas
par exemple pour les disomies uniparentales paternelles du chromosome 7 murin, homologue
au chromosome 11 humain (McLaughlin et al., 1996). Enfin, I’expression en mosaique
tissulaire observée dans les maladies de I’empreinte chez I’humain n’est pas retrouvé dans les
modeles murins (Chang and Bartolomei, 2020). Par ailleurs, I’obtention d’un mode¢le cellulaire
humain de maladie de ’empreinte est nécessaire pour d’éventuels tests thérapeutiques. Ces
¢léments justifient de poursuivre les études sur les modeles cellulaires humains de maladie de

I’empreinte parentale.

Grace aux nouvelles techniques d’édition du génome a I’aide du systéme CRISPR-dCas9-
SinTag, nous projetons d’induire les anomalies moléculaires responsables des maladies de
I’empreinte avec restriction de croissance feetale au sein de cellules pluripotentes de témoins
sains (iPSCs ou DPSC). Nous reprogrammerons des iPSCs a partir de PBMC (cellules
mononuclées du sang périphérique) ou collecterons des DPSC chez des témoins sains. Nous
réaliserons au sein de ces iPSCs ou DPSC une déméthylation ciblée du génome au niveau des
centres d’empreinte parentaux grace a la technologie de CRISPR-dCas9-SunTag. L’efficacité
de la déméthylation ciblée étant plus grande sur des cellules en prolifération, nous faisons le
choix de réaliser 1’étape d’édition du génome sur une cellule souche (iPSCs ou DPSC) plutot
que sur une cellule somatique différenciée. Nous différencierons ensuite les iPSCS ou DPSC
témoins et déméthylés en cellules d’intérét (chondrocytes, adipocytes). Ce modele présente
plusieurs intéréts. Il permet de créer un modéle cellulaire de maladie liée a I’empreinte parentale
a partir d’une cellule somatique de témoin sain facilement accessible. Réaliser une

déméthylation ciblée a partir d’un clone d’iPSCs ou de DPSCs de témoin sain permet d’obtenir
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un modele cellulaire de maladie liée a des anomalies de I’empreinte et son parfait témoin. Ce
modele d’étude humain servira ensuite a 1’étude des mécanismes physiopathologiques des

maladies de I’empreinte et pourra également servir de base a d’éventuels tests thérapeutiques.

L’approche translationnelle de ce travail expérimental n’a pas apporté de preuve formelle
concernant le role du géne soumis a empreinte parentale DLK dans la régulation épigénétique
de la croissance fcetale mais ouvre des perspectives intéressantes, notamment concernant
I’hypothese selon laquelle DLK1 pourrait étre un biomarqueur de RCIU par le suivi de
I’évolution a titre individuel des concentrations de DLK1 dans le sang maternel. L’approche
fondamentale a permis de mettre au point deux modeles cellulaires trés prometteurs d’étude des
maladies liées a des anomalies de I’empreinte parentale. Le role de DLK dans la régulation de
I’expression des génes du réseau de génes soumis a empreinte parentale pourra étre documenté
a l’aide de ces modeles cellulaires par des études de transcriptome par exemple. La
compréhension des mécanismes moléculaires et de leurs conséquences sur 1’expression des
genes impliqués dans les maladies de I’empreinte parentale, maladies rares avec anomalie
sévere de la croissance, permettra de mieux comprendre la physiologie de la croissance feetale
et les conséquences a long terme d’une restriction de croissance sur le développement et la

physiologie des organes et la santé a plus long terme.
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Introduction

The definition of fetal growth restriction (FGR) is still debated and generally includes children with
intra-uterine growth restriction (IUGR) and/or those born small for their gestational age (SGA). In 2001,
an international consensus defined being SGA as having a birth weight and/or length >2 standard
deviations score (SDS) below the mean for gestational age [ 1—3]. Nevertheless, this definition is still not
universally accepted and numerous studies use low birth weight (LBW) (<2500 g), irrespective of the
term, or a weight and/or length at birth below the 10th percentile [4,5]. The diagnosis of IUGR is made
by ultrasound during pregnancy and an international consensus recently precisely defined FGR [6,7].
The diagnosis of IUGR is confirmed either by solitary criteria (fetal abdominal circumference or esti-
mated fetal weight < 3rd percentile) or contributory criteria (multiple abnormal Doppler measure-
ments) [6]. Thus, IUGR and SGA are not strictly synonymous. Indeed, a fetus can experience FGR during
a period of the pregnancy and then have normal dimensions at birth, even if perinatal growth was low
for a period; on the contrary, a neonate can be SGA because of very late FGR missed by prenatal
monitoring. Obstetricians are concerned about the perinatal morbidity and mortality that result from
FGR, whereas endocrinologists consider these patients with potential long-term effects of FGR. Because
of the conflicting definitions of FGR and the confusion between SGA and IUGR, published cohort studies
are heterogeneous and their outcomes are difficult to compare.

Here, we will consider these children as being born SGA (weight and/or length > 2 SD below the
mean), because measurements at birth are more reliable than ultrasound determination of term and
growth in utero and because publications mostly include or concern SGA patients. It is likely that
neonates born appropriate for gestational age (AGA), but with FGR, may have similar long-term
problems as those born SGA, despite the difficulty to diagnose and follow them.

Prevalence of SGA has not been well established. Indeed, in 2013, Lee et al. found an extremely
variable rate of children born SGA in 138 low or middle-income countries, from 5.3 to 41.5% [8]. In
industrialized countries, only the prevalence of LBW is known (estimated between 5 and 10%) and
there are no global data reported concerning SGA, except for a few national registries [9,10].

Diagnostic orientation

Fetal growth is a complex physiological process, including genetic or epigenetic, endocrine, and
environmental factors. Environment includes maternal factors, such as maternal nutrition or exposure
to toxic or infectious elements. Fetal growth is also influenced by exchange between the mother and
fetus through the placenta [7]. Here, we will focus on (epi)genetic and endocrine mechanisms that can
affect fetal growth. However, this list cannot be exhaustive, as more than 150 genetic disorders have
been associated with FGR (HPO:0001511, http://compbio.charite.de/phenomizer_orphanet/).

The IGF system has been known for years to be a main actor in the control of fetal growth. It
includes two ligands (IGF-I and IGF-II), binding proteins (IGF binding protein 1—6 (IGFBP-1 to -6))
and the acid labile subunit (ALS), and two receptors [the IGF1R and the mannose-6-phosphate cation
independent receptor (M6PCI)]. IGF-I and IGF-II can both promote fetal growth through activation of
the IGF1R, whereas M6PCl is involved in the clearance of IGF-II. Insulin can also bind to the IGF1R to
promote fetal growth [11]. During fetal life, IGF-I is not regulated by the somatotropic axis. Therefore,
molecular defects upstream of the growth hormone receptor do not usually (or only slightly) affect
fetal growth.

In rodents, inactivation of the igfl, igf2, or igf1r genes leads to FGR [12,13]. Inactivation of igf2 only
results in FGR when the inactive allele is transmitted by the male, because of the imprinted character of
igf2. Imprinting is defined by the monoallelic expression of a gene depending on its parental origin.
Imprinting is controlled by epigenetic mechanisms, especially DNA methylation of differentially
methylated regions (DMRs), in which maternal and paternal alleles are differentially methylated.
Approximately 100 genes are imprinted in humans, most of which are involved in growth, metabolism,
or development [14].

In humans, mutations in the IGF1 or IGF1R genes have long been identified in children with pre- and
postnatal growth retardation. Aside from growth restriction, these children generally have a low head
circumference and may have sensorineural defects and mental retardation [15—17]. Mutations of the
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paternally-inherited IGF2 gene (located at chromosome 11p.15) have been described only very recently
in patients with Silver—Russell Syndrome (SRS), in which children present with pre- and postnatal
growth restriction, severe feeding difficulties, and a relatively normal head circumference [18]. IGF2
mutations are rare in SRS patients, and most patients show hypomethylation of the paternal H19/
IGF2:1G-DMR, leading to the loss of expression of IGF2 [19]. More recently, mutations in oncogenes
(PLAG1 and HMGA2), known to be upstream regulators of IGF2, have been identified in children born
SGA, confirming the essential role of this pathway in the control of fetal growth [20]. Conversely,
hypermethylation at the maternal H19/IGF2:1G-DMR leads to Beckwith-Wiedemann syndrome, an
overgrowth syndrome with an increased risk of embryonic tumors [21].

Several other loci are imprinted (www.geneimprint.com/) and (epi)genetic defects within these loci
lead to several imprinted diseases frequently associated with growth and/or metabolic disorders
(Table 1). Children with Temple syndrome (TS14) present a phenotype very close to that of SRS,
with severe obesity and early puberty [22,23]. TS14 is due to genetic or epigenetic defects within the
14q32.2 locus, which includes the paternally expressed Delta Like Non-Canonical Notch Ligand 1 (DLK1)
gene. DLK1 participates in several differentiation processes, including adipogenesis, osteogenesis, and
neuroendocrine differentiation, and plays an important role in fetal growth [24]. During pregnancy,
maternal circulating DLK1 is of fetal origin, and fetus-derived DLK1 is necessary for maternal metabolic
adaptation to pregnancy [25].

SRS is clinically defined based on a clinical scoring system [19]. However, many conditions can
clinically overlap with SRS and TS14 [23]. It is critical to make an accurate diagnosis, because for some
of these conditions, some treatments may be contraindicated, such as growth hormone replacement
(see below). Differential diagnoses of SRS have been recently reviewed, with some specific traits be-
sides FGR. In cases of FGR, head circumference and early feeding difficulties are cornerstone traits to
distinguish between these various conditions (Table 1). Furthermore, relative macrocephaly will
expose to a high risk of hypoglycemia, which should be carefully monitored.

Neonatal nutrition and metabolic consequences

The concept of the early origins of adult disease was first developed by David Barker in the late
1980s [31]. He observed that cardiovascular risk, as well as the risk of diabetes and metabolic syndrome
in adulthood, was elevated in LBW individuals. This resulted in the Barker hypothesis, in which
restricted in utero nutrition permanently alters tissue structures and functions, and hence metabolism,
increasing the risk of cardiovascular and metabolic disorders in adulthood [32]. This hypothesis was
subsequently challenged by the “rapid catch-up growth” hypothesis, suggesting that LBW per se does
not increase the risk of metabolic syndrome, but only in LBW infants who experience rapid catch-up
growth during the first years of life. Many studies have provided evidence for one or the other hy-
pothesis. Recently, a systematic review showed that, although LBW increased the risk of metabolic
syndrome later in life, rapid postnatal catch-up growth of LBW neonates was a more important factor
than LBW alone for the development of metabolic syndrome. In this review, 79.6% of all cardiovascular
risk factors (blood pressure, insulin resistance, hypertriglyceridemia, LDL and HDL cholesterol levels,
etc.) reported in studies of the rapid catch-up growth hypothesis were statistically significant, whereas
the corresponding figure was 58.5% for the effect of LBW alone [33]).

LBW may be due to various reasons, including preterm birth and IUGR. Infants born SGA, but with
no evidence of FGR, do not have an increased metabolic risk. They remain lighter and shorter than
those born AGA, have a similar percentage of body fat, and show no differences in metabolic or hor-
monal parameters up to two years of age [34]. LBW infants who are born preterm have an increased
risk of neurological impairment and poor postnatal growth increases the risk of adverse neurological
outcomes. Although adequate postnatal nutrition associated with catch-up growth confers potential
advantages for later cognitive outcome, it may also increase the risk of metabolic disease later in life. A
systematic review investigating the relationship between postnatal growth rates, cognitive outcomes,
and the risk of disease later in life in preterm infants reported consistent positive associations between
postnatal weight or head growth and neurocognitive outcomes. However, it also reported limited
evidence linking postnatal weight gain to later adiposity and cardiovascular disease risk factors [35].
The authors concluded that more research is needed to determine how to optimize postnatal nutrition
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Table 1

Several syndromes with FGR and comparative phenotypes concerning head circumference and early feeding difficulties. Imprinted genes are labelled with an *. For imprinted genes, $:
transmission can depend on the gender of the transmitter. # Extreme caution must be given to avoid hypoglycemia in this subgroup of patients.

Silver Russell Temple syndrome 3-M syndrome Mulibrey Floating Harbor ~ Bloom Fanconi IGF1[IGF1R
syndrome syndrome syndrome syndrome syndrome mutations/ deletions
OMIM #180860 #616222 #273750 #253250 #136140 #210900 #227650 #608747
#270450
Genes Hypomethylation of =~ Maternal UPD of chr 14 Mutations of CUL7, Mutations of Mutations Mutations Mutations of ~ Mutations of IGFIR
H19%/IGF2*: IG-DMR CCDC8, OBSL1 TRIM37 of SRCAP of BLM more than IGF1
Maternal UPD of chr 7 Hypomethylation/ 20 genes
Mutations of IGF2*, deletion of (see reference)
PLAG1, HMGA2, or DLK1*/MEG3*:IG-DMR
CDKN1C*
Transmission Usually sporadic Usually sporadic Autosomal Autosomal Autosomal Autosomal Autosomal Autosomal dominant
recessive recessive dominant recessive recessive for IGFIR
or X-linked
Autosomal dominant  Autosomal dominant Autosomal recessive
for mutations® for deletions® for IGF1
Head Relatively conserved  Relatively conserved Relatively Relatively Relatively Microcephaly Microcephaly Microcephaly
circumference compared to birth compared to birth conserved conserved conserved
at birth weight/length # weight/length # compared to birth compared to birth compared to birth
weight/length #  weight/length #  weight/length #
Feeding +++ +4++ Usually absent Usually —+ + Absent +
difficulties absent
during
early infancy
References [19] [22,23] [26] [27] [28] [29] [30] [17]
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and growth in preterm infants to achieve a neurocognitive benefit, while minimizing the risk of later
cardiovascular and metabolic diseases.

The effect of rapid catch-up growth may be considered separately for full-term SGA infants, as the
risks and benefits may differ from those of preterm infants. Only two randomized interventional
studies have evaluated the effect of early growth promotion in full-term SGA infants on neuro-
development, fat mass, and blood pressure [36,37]. Full-term infants born SGA were randomized into
two groups: nutrient-enriched formula, which promoted early growth (28% more protein than stan-
dard formula) or standard formula. There was no difference in neurocognitive development between
the two groups at 18 months. Enriched formula increased total body fat mass at the age of five to seven
years and rapid catch-up growth was associated with increased blood pressure at six to eight years
[38,39]. There have also been many observational studies that reported an association between
postnatal growth and metabolic outcome in full-term SGA infants, but they were performed across
diverse geographical regions and studied various markers of metabolic and cardiovascular health.
Overall, they reported a positive association between faster postnatal weight gain and increased
adiposity in infancy until the age of 21 [40]. Nevertheless, SGA infants generally have less adipose tissue
than AGA. Only two studies reported that abdominal fat mass at the age of one to four years was
positively associated with faster growth [41,42]. Fat distribution may be more informative than total fat
mass to determine whether LBW infants accumulate greater visceral adiposity, exposing them to an
adverse metabolic outcome. Most observational studies have reported an association between faster
postnatal weight gain in full-term SGA infants and elevated blood pressure. Despite those highest
blood pressure levels, compared to AGA children, blood pressure in SGA infants remains in the normal
range [40]. At the age of four years, SGA children who experienced rapid catch-up growth during the
first year of life had preserved insulin sensitivity, but lower insulin secretion in response to glucose
stimulation, suggesting impairment of f-cell function [43].

Many systematic reviews have shown that breast feeding may protect against the long-term risk of
developing obesity, but no study has focused on the effects of breast feeding on infants born SGA.
Recommendations for neonatal nutrition have been published to optimize the growth of preterm in-
fants, but there is no standardized nutritional protocol for full-term SGA infants. In view of current
data, enriched aggressive neonatal nutrition for those infants may not be appropriate, but regular
growth monitoring is important. Based on the data of a prospective cohort including 1957 full-term
SGA infants, the recommended optimal growth trajectory may be to reach approximately the 30th
percentile in the first postnatal months and the 50th percentile by the age of seven months [44].
Further studies are needed to establish the optimal nutritional regimen for SGA infants that promotes
safe short-term outcomes and minimizes long-term risks.

Growth

Most children born SGA reach normal height, but approximately 10% do not [10,45,46]. The adult
height (AH) of those who do not catch-up is reduced by approximately 4.5 cm for men and 4 cm for
women [47]. Most catch-up during the first year of life, but it can take longer for preterm infants or
patients with very LBW [48]. Furthermore, growth is retarded during the first months of life of preterm
infants and such postnatal growth failure is more severe for babies born more preterm [48]. The so-
called extra-uterine growth retardation can catch-up later in life or result in reduced AH [49].

Little is known about the mechanisms involved in growth failure in children with FGR. Some
syndromes can be identified in a few, usually by extensive molecular analysis. Thus, this group of SGA
patients who do not catch-up represents a very heterogeneous population in most publications. The
effect of recombinant growth hormone (rGH) has been well established in various randomized versus
placebo clinical trials [50—52]. These studies resulted, in 2001 in the USA, in the recommendation to
treat with rGH children born SGA who did not catch-up from two years of age with a daily dose of
70 pg/kg (American Food Drug and Administration). This indication is different in Europe, where rGH is
indicated since 2003 in children born SGA who have a height SDS < —2.5 at four years and are 1 SDS
below their target height and have a growth velocity below the mean (European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products) with a daily dose of 33 pg/kg [3]. Ranke et al. reported a dose-
dependent response to rGH in children born SGA, together with a greater benefit associated with
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the duration of treatment [53]. The authors showed that growth gain within the first year of treatment
was highly predictable of the long-term response to rGH treatment. Another study provided support
for starting rGH treatment early, reporting a better response for treatment started at least two years
before pubertal onset [50]. Measurement of serum IGF-I levels during rGH therapy in children has been
used as a marker for treatment adherence. It has also been used to titrate rGH doses to obtain the upper
limit of normal IGF1 levels, improving growth velocity in children with GH deficiency and idiopathic
short stature [54—56]. However, this approach is not recommended for FGR children, as they may have
some degree of associated GH and IGF-I insensitivity and their IGF-I levels are not linked to their
growth velocity [57]. Tolerance to rGH treatment has been evaluated in numerous studies and it does
not appear to worsen long-term cardiovascular risk, even if it impairs glucose tolerance during
treatment, which must be monitored [3,58,59]. A few studies even showed a protective effect on blood
pressure and body composition [59,60].

In syndromic causes of FGR, such as SRS, catch-up growth is very rare, and the recent international
consensus has recommended starting rGH treatment early (at approximately two years) with the
lowest possible dose to allow catch-up growth [19,61]. This recommendation is justified by the
beneficial metabolic effects of GH (glycemia regulation, fat/muscle mass repartition) in these patients,
as shown for those with Prader—Willi syndrome [62,63]. The European Medicines Agency has not
officially authorized this treatment, as rGH treatment is only authorized from four years of age in
Europe, whereas it is authorized from two years in the USA. Basal IGF1 serum levels in the upper
quartile of the normal age-related range, or higher, can be expected in children with SRS, especially
those with 11p15 epimutations. Thus, IGF-I serum levels are not used to adjust rGH treatment in this
group of children [19,64].

Other causes of FGR with no catch-up, associated with chromosomal instability, should be
considered with caution. These include Bloom syndrome, Nijmegen breakage syndrome, and Fanconi
disease, as well as other syndromic causes of FGR which can contraindicate the use of rGH. In cases of
IGF-I resistance, higher doses of rGH can be justified, for example in patients with IGFIR anomalies, or
treatment with recombinant IGF-I for patients with IGF1 mutations.

Pubarche and puberty
Pubarche

Since the late 90s, many studies have reported a relationship between FGR and precocious
pubarche. A study of pubarche in children born SGA in the ALSPAC cohort in the United Kingdom
confirmed the link between high levels of Dehydroepiandrosterone sulfate (SDHEA) and LBW [G5].
Indeed, rapid weight gain was associated with aggressive adrenarche. These data were confirmed in
other cohorts [66—68]. Veening et al. reported that high levels of SDHEA persist throughout puberty in
adolescents born SGA and that they have a shorter period of puberty and more aggressive adrenarche
than adolescents born AGA [69].

Puberty

The onset of puberty occurs early in patients born SGA and evolves rapidly, enhancing the risk of
short AH [70—72]. Numerous authors have established an association between metabolic problems,
such as weight gain or insulin resistance, and the early manifestation of puberty or adrenarche
[71,73,74].

The Dutch SGA study reported the benefit of treating patients born SGA who entered puberty when
still small (140 cm) with Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) agonists concomitantly with rGH
[75,76]. Patients born SGA, under rGH therapy during the prepubertal stage because of absence of
sufficient postnatal catch-up, were given GnRH agonists for two years if the onset of puberty occurred
when their height was below 140 cm. The authors compared the AH of the patients treated with GnRH
agonists with those that did not require it (those not below 140 cm in height at the onset of puberty).
The two groups had similar AHs due to a greater pubertal growth spurt in the patients who received
GnRH agonists. The same group later showed that there was good long-term metabolic tolerance to the
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co-administration of rGH and GnRH agonists [77]. In accordance with these studies, the recent inter-
national consensus recommends considering a two-year course of personalized GnRH agonist treat-
ment for SRS patients with a poor AH prognosis at the onset of puberty [19].

Neuro-developmental aspects

The assessment of neuro-developmental difficulties in patients born SGA is challenging because of
the presence of confounding factors, such as maternal psychopathology, socio-economic status, or
more widely, environmental factors, as well as occasionally the underlying mechanisms of FGR [78,79].
Furthermore, the patients studied are often not well characterized in terms of FGR and many studies
have focused on LBW neonates with no information concerning the term at birth. Nevertheless, some
studies have shown that FGR is associated with an increased risk of psychopathology [80—82]. A recent
review that summarized 16 studies reported neuro-developmental delay during the three first years of
life in children born SGA in 11 of these prospective studies [81]. The most important concern is
attention deficit hyperactivity disorder, which is associated with LBW [82,83]. A recent cohort study
highlighted the higher frequency of adult mental disorders, such as schizophrenia, among LBW neo-
nates, as well as an increased risk of alcohol/drug abuse, anxiety, or somatoform disorders [84]. The
physiopathology is still unknown, but some have suggested that glucocorticoid levels during preg-
nancy could play a crucial role in fetal growth and neurodevelopment [82]. The consequences, in terms
of brain alterations, are well described by Miller et al. who suggest that brain sparing during FGR is not
perfect and results in microstructural alterations of the brain, impairing both grey and white matter
[85]. These data should encourage pediatricians to monitor for early psychomotor or language delay to
encourage early management of this group of children.

Adulthood

The consequences of FGR can also continue into adulthood. Although neonates born SGA and fol-
lowed for 26 years showed no long-term social or emotional consequences in a large cohort in the
United Kingdom, there were slight differences [10]. More individuals born SGA were referred to special
education as teenagers, occupied fewer managerial jobs at 26 years of age, and had lower incomes than
adults born AGA [10].

Few studies have focused on fertility in adults born SGA. The first concerns arose in 1997 when
Francois et al. reported an increased proportion of LBW males in a cohort of males consulting for
subfertility [86]. These results were confirmed by an Italian study showing reduced testicular size,
lower testosterone and inhibin B levels, and higher LH levels in 25 males born SGA than in a control
group of males born AGA [87]. At the same time, Ibanez et al. reported an increased risk of polycystic
ovary syndrome in LBW females who experienced precocious pubarche. They suggested a major role of
insulin resistance in the pathogenesis of ovarian dystrophy and thus performed a double blind ran-
domized, placebo-controlled pilot clinical trial, showing the positive effect of Metformin in insulin
sensitivity and central adiposity in a small cohort of 23 patients born SGA with postnatal catch-up [88].
These data have never been replicated in a larger cohort and should be still considered experimental.

Another less well-known impact of FGR is the emergence of chronic kidney disease and hyper-
tension in adults. The LBW and Nephron Number Working Group recently published a consensus
statement on this issue [89]. They recapitulate that LBW, growth restriction, and preterm birth can
result in low nephron numbers and be associated with an increased risk of hypertension, proteinuria,
and kidney disease later in life [90]. Furthermore, rapid catch-up in the early years of life worsens
nephron reduction in these children. The risk of end-stage kidney disease is elevated, with a hazard
ratio of 1.41 (1.05—1.90) for adults born SGA at term and rises to 4.02 (1.79—9.03) for adults born SGA
and preterm [91]. The recommendations in this consensus are: not to overfeed neonates born SGA
during infancy to avoid rapid catch-up, obesity, and type 2 diabetes mellitus; to monitor for hyper-
tension and kidney function during childhood; and to pay attention to kidney donors born SGA, who
are more at risk to develop chronic kidney disease later on [89].

Please see Fig. 1 for a global overview of outcomes and the management of patients with FGR
throughout their lives.



530 E. Giabicani et al. / Best Practice & Research Clinical Endocrinology & Metabolism 32 (2018) 523—534
> Outcomes > Management
« Signs depending on syndromic aetiology * Investigate syndromic causes of fetal growth
restriction
Neonatal * Inform parents of follow-up
period * Monitor post-natal catch-up
* Rapid weight gain * Control weight gain
* Postnatal growth retardation * Recombinant GH when indicated
Infancy * Psychomotor and/or language delay * Neuro-developmental therapies
\»\/
[ | Precocious/early pubarche/adrenarche * Monitor signs of agressive adrenarche/puberty
* Precocious/early central puberty * Consider GnRH agonists regarding adult height
* Rapid epiphyseal maturation prognosis
* Aggressive pubarche * Psychological follow-up
Childhood | | - Metabolic problems: low insulin sensitivity
* Mental disorders /addictive behavior
[ — |, Metabolic problems: * Monitor signs of metabolic problems
low insulin sensitivity, cardiovascular risk, * Monitor fertility problems
obesity * Genetic counselling if necessary
* Polycystic ovarian syndrome . iti i i
Adulthood | | | H Y %’ o Y Mangge additional f:ardlovascular 'nsk factors
ypotertility * Monitor and treat kidney dysfunction
* Chronic kidney disease
Fig. 1. Outcomes and their management in children born with a fetal growth restriction throughout their lives.
Summary

Fetal growth restriction (FGR) is multifactorial and can lead to adverse multi-systemic outcomes.
The fetal programing and catch-up theories encourage close monitoring of the nutritional status of
these patients. Genetic or epigenetic causes are responsible for this phenotype for some patients and
they should be screened in the first years of life to propose and optimize management. Recombinant
growth hormone treatment is now a well-recognized therapeutic option to improve adult height and
global metabolic status. The onset of pubarche and puberty can occur early and rapidly progress,
leading to a poor prognosis for adult height. Several studies on therapies, such as GnRH agonists, are
available and encourage its use in specific and personalized situations. Finally, adults who experienced
FGR should be closely followed, mostly for cardiovascular diseases, but also for fertility problems and
chronic kidney disease. These potential late effects of FGR all justify early diagnosis, close follow-up,
and adequate early intervention for these patients.
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Practice points

Syndromic genetic causes of fetal growth restriction (FGR) should be sought in light of
dysmorphic, clinical, or biological parameters, because of its consequences on care.
Attention should be given to rapid weight catch-up within the first two years of life. Rapid
catch-up is a risk factor for cardiovascular and metabolic disease in adulthood.

Growth hormone is a recommended treatment. Age at onset, height, and dose are different in
the USA and in Europe.

Pubarche and puberty occur early in this group of patients and can rapidly progress.
Personalized GnRH agonist treatment can be considered to preserve growth in case of poor
AH prognosis at the onset of puberty.

Psychomotor and cognitive development should be assessed, and early intervention pro-
posed if needed.

Cardiovascular risk is elevated and metabolic disorders are frequent in patients with FGR and
must be adequately followed. Exercise and good nutrition must be encouraged.

Research agenda

e Determine hormonal and non-hormonal mechanisms involved in fetal growth regulation.
e Determine the mechanisms leading from impaired fetal growth to metabolic disturbances.
e Determine optimized postnatal nutrition to achieve a neurocognitive benefit while mini-

e Develop the personalized prediction of recombinant GH efficacy.
e Perform prospective randomized long-term evaluation of GnRH agonists and other bone

mizing the risk of later cardiovascular and metabolic diseases.

maturation protection therapies.
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RESUME

Régulation épigénétique de la croissance feetale :

Implication du géne soumis a empreinte parentale DLK1 (14¢32) dans la croissance feetale
L’empreinte parentale, mécanisme épigénétique qui permet I’expression mono-allélique de certains génes en
fonction de leur origine parentale, joue un role important dans la régulation de la croissance feetale. Le géne soumis
a empreinte DLK est exprimé a partir de I’alléle paternel de la région 14q32 chez I’humain. Les modéles murins
d’invalidation de DIk présentent un petit poids pour I’dge gestationnel (PAG). Aucune mutation de DLK n’a été
identifiée chez ’humain né PAG. Pendant la gestation, les concentrations sériques maternelles de DLK1 sont
diminuées en cas de feetus PAG. Les enfants avec anomalies moléculaire aux loci 14q32 (DLK1/MEG3) (syndrome
de Temple) et 11p15 (syndrome de Silver-Russell) présentent des caractéristiques phénotypiques (dont le PAG) et
moléculaires communes, ce qui constitue un modeéle d’étude du réseau de génes soumis a empreinte parentale.
L’approche translationnelle de ce travail expérimental n’a pas permis d’apporter de preuve formelle du role de
DLKI1 dans la croissance feetale. En effet, nous n’avons pas identifié de mutation pathogéne de DLK/ chez des
sujets RCIU, et avons mis en évidence une diminution significative mais modérée des concentrations de DLK1
circulant dans le sang maternel pendant la gestation en cas de foetus PAG. Cependant, ce travail ouvre des
perspectives intéressantes, notamment concernant 1’hypothése selon laquelle DLK1 pourrait étre un biomarqueur
de RCIU par le suivi de I’évolution a titre individuel des concentrations de DLK1 dans le sang maternel. A travers
I’approche fondamentale de ce travail, nous avons mis au point deux modéles cellulaires prometteurs d’étude des
maladies liées a des anomalies de 1’empreinte parentale qui permettront d’étudier le role de DLK1 dans la
régulation du réseau de génes soumis a empreinte parentale.

Mots clés : Petit poids pour 1’age gestationnel, retard de croissance intra-utérin, épigénétique, empreinte parentale,
DLK1, croissance feetale, cellules souches pluripotentes induites.

Epigenetic regulation of fetal growth: Role of imprinted gene DLK (14q32) in fetal growth

Parental imprinting is an epigenetic mechanism leading to the mono-allelic expression of genes based on their
parental origin. Parental imprinting plays an important role in the regulation of fetal growth. DLK is expressed
from the paternal allele of the 14q32 region. DIk/-null mice are small for gestational age (SGA) but no genetic
defects of DLKI have been described in human patients born SGA. Maternal circulating DLK1 levels have been
shown to be significantly lower in pregnant women who delivered SGA newborn than in controls. Silver-Russell
syndrome (SRS) (mainly secondary to 11p15 molecular disruption) and Temple syndrome (TS) (secondary to
14q32 molecular disruption) are imprinting disorders with phenotypic (including prenatal growth retardation) and
molecular overlap, providing a model for studying the imprinted gene network (IGN).

The translational approach of this experimental work failed to prove the role of DLK1 in Human fetal growth.
Indeed, we did not identify any pathogenic DLK/ mutation in SGA newborn, and we demonstrated a significant
but very moderate decrease in the concentrations of DLK1 in maternal blood during SGA fetus gestation. On the
other hand, since imprinted genes are weakly expressed in fibroblasts, the development of a cell model is a
prerequisite for the study of the transcriptome we have developed, through a fundamental approach, two very
promising cellular models to study parental imprinting which will make possible to study the role of DLK1 in the
IGN.

Keywords : Small for gestational age, fetal growth restriction, epigenetic, parental imprinting, DLK1, induced
pluripotent stem cells
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