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Non ! non, c’est bien plus beau lorsque c’est inutile !
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Je tiens à remercier les membres du jury de ma thèse : Carole Charlier, Philippe Clerc,
David Cribbs, Thierry Forné et Olivier Voinnet, pour avoir accepté de juger mes travaux, et
pour m’avoir aidé à améliorer le manuscrit.

Je remercie évidemment Jérôme, qui a encadré ma thèse avec dévouement et enthousiasme.
On a un peu le même caractère, tous les deux, et on a passé des moments extraordinaires. Com-
bien de discussions passionnées ! Forcément, quand on n’était pas du même avis, elles pouvaient
durer tard dans la nuit (pardon à sa famille, qui l’attendait autour d’une soupière froide ...).
Malgré nos goûts musicaux, euh, orthogonaux, on s’est idéalement bien entendus ; et quand ce
n’était pas au labo., c’était sur le bitume des petites courses de la Haute-Garonne, ou des berges
du canal ... Parce que vous en connaissez beaucoup, vous, des chefs qui vous trâınent aux courses
à pied le dimanche ? Il est allé jusqu’à me prêter sa voiture pour emmener une jeune fille chez
moi (véridique) !

Avec ses encouragements personnalisés et ses devises motivantes (« Qui peut le plus peut le
plus »), il a su créer une ambiance merveilleuse avec les étudiants qu’il a encadrés (nous étions, ses
trois thésards — Élène, Patrice et moi — les « gladiateurs de l’ère post-génomique »), et le moins
qu’on puisse dire, c’est qu’avec lui, on s’ennuie rarement ... Tiens, mon seul regret : je n’étais pas
encore là à l’époque des manips avec l’opossum (la pauvre bête avait réussi l’évasion du siècle,
et s’était planquée sous les paillasses ; elle avait dû rendre les armes au terme d’une battue
improvisée dans le labo.). Par contre, j’ai été le témoin privilégié de beaucoup des mésaventures
quotidiennes de Jérôme, toutes aussi cocasses qu’invraisemblables ... Je ne les relaterai pas ici (la
crédibilité d’un brillant chargé de recherche est en jeu) (et puis, le chapitre « Remerciements »
serait plus gros que le reste de la thèse, donc bon), mais je m’en souviendrai longtemps ...

Je vais donc entamer, en janvier prochain, mon « ère post-Jérômique » ; c’est sûr, beaucoup
de choses vont me manquer, et la personnalité de Jérôme ne sera pas la moindre.

Je remercie également Jean-Pierre, qui a co-encadré mon stage de D.E.A. et le début de ma
thèse, et qui dirigeait notre équipe jusqu’à l’an dernier. Sa connaissance profonde de notre sujet
force le respect, et je garde aussi le souvenir de discussions intéressantes, sur des thèmes pas
tous scientifiques, et dans des conditions pas forcément scientifiques.

Les membres de notre équipe ne sont évidemment pas pour rien dans le plaisir que j’ai
eu à préparer ma thèse : aucune ne m’a jamais refusé son aide, et la bonne humeur de toutes
contribuait à l’excellente ambiance qui planait au-dessus des paillasses ... Yvette (qui, avec Élène
et Annie, a souvent été prise pour « Mme Seitz » au téléphone par des agents immobiliers, à
l’époque de ma recherche d’appartement), virtuose du séquençage et de la synthèse d’oligos (avec
sourire et célérité) ; Nicole, dont le récit des aventures herboristiques et artistiques égayait nos
lundis ; Marie-Hélène, avec qui j’ai eu l’immense plaisir d’enseigner (voir plus bas), et grâce au
dévouement de qui j’avais pu sauter dans mon avion et rendre mon rapport de D.E.A. dans les
temps, il y a quelques années ; Marie-Line, qui gère avec sérieux et efficacité le quotidien du
labo. (et dont les talents de cuisinière sont unanimement appréciés des étudiants de Jérôme ...) ;
Béatrice, qui avait pris en main l’organisation des séminaires d’équipe, et qui s’était spécialisée
dans les organismes modèles aux noms qui torschent (Haloferax volcanii, Pyrococcus furiosus et
tout le tremblement) ; et Annie, dont les horaires de labo. s’apparentaient aux miens, avec qui
j’ai eu d’agréables discussions, scientifiques ou non. Je me souviens en particulier d’un d̂ıner, il
y a deux ans (« Tu verras, sa cheminée est grande comme mon appartement », dixit un brillant
chargé de recherche dont je tairai le nom pour épargner la crédibilité).

Je remercie aussi mes compagnons d’infortune, Élène et Patrice, contraints eux aussi de
préparer leurs thèses dans cet environnement hostile. Élène, qu’on a vue grandir (quand elle
est arrivée, elle n’était qu’une petite stagiaire de mâıtrise), avait adopté les mêmes horaires que
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moi, et on a passé de longues soirées à bosser à l’heure où les gens honnêtes dorment. Pour mon
bonheur, Élène est la seule personne au monde, avec moi, à apprécier (enfin, tolérer) les cassettes que
j’écoutais le soir pour égayer mes Northerns, et il a fallu que ce soit ma collègue de paillasse !
Impec’. Et toujours un sourire poli quand je sors une blague (de celles qui m’attirent plutôt des
quolibets et des regards contrits, de la part de publics moins avertis) ; non, vraiment, Élène est
une collègue idéale. J’ai passé de très bons moments avec Damien et elle (et Eliot, maintenant !),
chez eux, chez moi, ou dans la salle de Vic ... Patrice, quant à lui, est mon âıné de quelques
mois dans le labo. ; il m’avait intégré, à mon arrivée, parmi les jeunes du L.B.M.E., et nous
nous sommes vraiment bien entendus. Il est ensuite allé commencer sa thèse outre-Rhin, puis au
pays de Mozart et de Hëıdi, et nous fait le plaisir, en 2004, de revenir travailler dans l’équipe.
Toujours disposé à aider tout le monde, et avec le sourire, c’est un collègue extraordinaire ; je ne
lui connais que des amis.

Je remercie aussi — et comment ! — mon alter ego de l’autre côté du couloir, ma complice de
toujours, Patricia-de-chez-Kiss-en-face. Encore une accro. de la paillasse, sans doute la pire de
nous tous ; du coup, quand j’avais envie d’aller faire l’andouille après 22h, ça ne pouvait tomber
que sur elle, il n’y avait plus que nous dans le bâtiment. On a refait le monde si souvent, pendant
que les gels séchaient et que les PCR migraient ... Star des transfections et des soirées α-T, leader
charismatique des repas thésards et des congrès SIFRARN , c’est une personnalité marquante,
presque traumatisante. Et l’enseignement ! Bon sang, il faut que je parle de l’enseignement :
on a fait des T.P. et des T.D. ensemble, et ils font partie de mes meilleurs souvenirs. On était
parfaitement complémentaires (elle avait l’autorité, et moi, je me chargeais du divertissement),
et un subtil dosage de nos interventions donnait des résultats miraculeux, captivait l’attention
des petiots, qui ressortaient de la salle avec des clonages plein la tête et des étoiles plein les yeux.
Et c’était tellement gratifiant ! Ils rigolaient : on se charriait gentiment, on préparait des petites
mises en scène : on se serait cru au théâtre ! Et à la fin du T.D., après que la salle se soit vidée,
on repartait au labo., de bonne humeur pour la journée ...

Je remercie aussi tous les autres membres du L.B.M.E., une sacrée tribu, qui s’organise en
deux clans : les « p’tits ARN » et les « chromatine » ; voyez plutôt : les membres de l’équipe Ferrer,
spécialistes de la biochimie des particules ribonucléoprotéiques. Sous la direction bienveillante de
Michou (débordante d’énergie et de gentillesse), évoluent Yves (dont la culture impressionnante
et la générosité illimitée sont légendaires), Coralie (qui a pris l’adorable habitude de m’apporter
les sandwiches du C.A.E.S. qu’elle ne prend pas le temps de manger), Régine, Simon, Jean-Paul
et Julien, toujours accueillants et disponibles quand je m’aventure dans leur bout de couloir.

Les membres de l’équipe Gas (équipe Gleizes depuis peu), esthètes de la microscopie et
de ses avatars du troisième millénaire, au premier rang desquels, la fameuse technologie de
la cryofixation ultrarapide (non ? si !). Autour de Pierre-Emmanuel (un compagnon de tablée
bien agréable, avec Jérôme et Yves ; il a toujours des histoires extraordinaires à raconter —
celle de ses étudiants, qui lui empruntent des microscopes pour les envoyer dans l’espace ; les
aventures américaines autour du lac Tahoe, avec Jérôme et Anthony ; la raison secrète pour
laquelle son module de mâıtrise fait recette auprès des étudiantes ; ...) se pressent Isabelle,
Jacqueline, Marlène, Almass-Houd (toujours agréables avec tout le monde), Jacques (que je
n’ai jamais vu sans son sourire, je ne sais pas quelle tête il aurait sans ; c’est lui, l’homme à la
métaphore de la mobylette, devant le parterre ébahi des généreux donateurs de la Ligue contre le
cancer du Gers), Valérie (toujours serviable, elle est devenue experte des réactions de séquençage)
et Rosy (l’an dernier, elle atterrissait à peine du Liban qu’on la trimbalait tout un après-midi
dans Toulouse, avec Jérôme ; le lendemain, on l’amenait au semi-marathon de Pechbusque, puis
je la recrutais pour m’aider à faire l’électricité de ma cuisine ... quand même, quand j’y repense,
c’était un accueil un peu traumatisant, elle a bon fond, pour ne pas nous en vouloir ...).

Les thématiques de l’équipe Kiss (pas de jeu de mots sur le nom de leur équipe, ils aiment



7

pas) embrassent tous les aspects de la biologie des ARN. Tamás (toujours réservé — sauf quand
il donne son avis sur des « bullshit experiments » — il parle peu, mais juste ; au L.B.M.E., il est
respecté comme un patriarche) s’est entouré de la fine fleur de la science européenne : Beáta, dont
le talent et la volonté tranchent avec la timidité et la gentillesse ; Patricia (voir plus haut) dont le
rire, euh, reconnaissable, et les exclamations sonores (« Oh my God ! ») traversent régulièrement
les couloirs ; Arnold, capable de décimer une armée de thésards lorsqu’il a un peu bu ; Vera, qui
rivalise de décibels avec Patricia lorsque les manips (qui n’ont qu’à bien se tenir) ne marchent pas
comme elle voudrait (Vera (de l’autre côté du couloir) : « Meeeerde ! » ; Nicole (dans notre labo.),
calmement : « Tiens, elle a de moins en moins d’accent, Vera. ») ; Michel, devenu incollable sur
la génomique des petits ARN non-codants, et avec qui j’ai eu d’intéressantes discussions ; Bruno
et Sylvain, les ermites du fond du couloir (on raconte aux p’tits nouveaux qu’ils sont un peu
sorciers) ; ils viennent de recruter Élodie, qui n’aurait pas pu mieux tomber ...

L’équipe Käs s’articule autour d’Emmanuel (un orateur exceptionnel ; ses séminaires sont
toujours de vrais plaisirs) et Caroline (qui s’assure de la sécurité des conditions de travail de ses
collègues avec application ; elle a toujours un mot gentil ou un sourire quand on la croise dans
les couloirs), flanqués de leurs deux loupiots, Roxane (dont les qualités d’écraseuse de cervelle
d’asticot entre lame et lamelle font le bonheur de son équipe) et Guillaume (jamais avare de son
temps ou de sa bonne humeur, encore un pilier de la vie extra-scientifique du labo. ; c’est lui qui
m’a emmené à mon premier concert — à 26 ans, il était temps — il y a six mois, quand il a fallu
« déniaiser le gamin »).

Dans l’équipe Trouche, Didier (très dynamique, il mène de front foot, rugby et direction
d’équipe) canalise les ardeurs de Sandrine (qui commence sa thèse), Olivier (un collègue très
agréable, et un voisin bien sympa : après que j’eus visité un appartement de son immeuble, pas
le moins du monde étonné de me voir débouler chez lui, il m’a invité à d̂ıner avec des amis à lui :
la soirée était très plaisante, le voisinage, donc, plutôt affable : allez zou, j’ai pris l’appartement
et on s’est retrouvés voisins), Laurence (encore une bonne copine, avec qui j’ai passé du temps à
parler de tout et de rien), Martine (avec qui j’ai un peu enseigné, il y a deux ans), Lucas (digne
thésard de Laurence, il a hérité de son tempérament acharné), Cathy (la grande prêtresse de la
culture cellulaire), et les post-docs Jérôme (qui va maintenant titiller les disques durs), Laetitia
et Vinciane (rançon du succès, elles ne vont pas rester chez Didier, toutes les deux recrutées à
la rentrée comme enseignantes-chercheuses).

L’équipe Grigoriev se penche sur la migration des jonctions de Holliday (non, rien à voir avec
la transhumance des vacanciers pendant les ponts du mois de mai) : Micha encadre les travaux
de Cynthia et Christophe, ses deux thésards, experts de la recombinaison sous caméra. Kamila
(arrivée cette année, elle s’est tout de suite intégrée ; elle a pris en charge la gestion des stocks
de consommables, et il se trouve qu’on en consomme, justement !) vient compléter l’effectif.

Dans l’équipe Richard-Foy, Hélène (qui rechigne rarement à se mêler aux bandes d’étudiants
qui discutent dans les coins) travaille avec Kerstin, Mathilde (docteur depuis début septembre,
elle s’apprête à entamer une nouvelle carrière), Sylvain (il retient toutes les infos intéressantes
qui ont pu vous échapper, ou que vous avez oubliées, c’est bien pratique ; corollaire : ne vous
fiez pas à son air innocent ...) et Françoise (une autre spécialiste de la culture cellulaire, elle se
charge de former les petits jeunes).

Enfin, la plupart des tâches communes sont effectuées par Adri et Fatima, avec qui il est
toujours agréable de discuter au détour d’un couloir.

Une mention spéciale pour les bourrins du labo., les acharnés de la pipette, ceux qui tutoient
les veilleurs de nuit, et pour qui week-ends et jours fériés sont avant tout synonymes de dis-
ponibilité des centris et des paillasses : Christophe, Ali (partis, depuis, bourriner sous d’autres
cieux), Élène, Patricia, Laurence, Jérôme, Yves, Lucas, ...
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De nombreux amis du labo. m’ont filé de fiers coups de main pour mon installation dans
mon appartement (la grande affaire de ces dix-huit derniers mois) : Jérôme (qui ne me prête
pas seulement sa voiture pour que je ramène des demoiselles : il me l’a aussi prêtée pour que
je puisse trimballer une ponceuse à parquet), Damien, Patricia et Guillaume, qui ont accepté
de jouer les camionneurs pour des plaques de placo. ou des sacs de plâtre, et toute la bande de
jeunes de l’I.B.C.G., qui se sont cotisés pour m’aider à me meubler ...

Je n’oublie pas non plus Claire, avec qui on faisait la course à la rédaction, cet été.
Je remercie aussi l’association α-T, pour l’animation scientifique (ah, le colloque ...) et para-

scientifique (avec les soirées — j’avais tort de dire qu’Élène est la seule personne, avec moi, à
apprécier la musique que j’aime : il faut y ajouter Pascal et Damien, DJ irremplaçables des
soirées α-T — la journée sport, et la garden-party) des labos de bio toulousains. Je ne rentre
pas dans les détails, ce n’est pas l’endroit, mais je me doute qu’ils seraient de nature à bien faire
rigoler les étudiants du labo. quand, dans quelques décennies, je serai un vieux chef respecté,
dont ils s’amuseront à lire les remerciements de la thèse ...

Je remercie les membres des labos du voisinage, et en particulier Dominique Morello, Pascale
Mercier, Bernard Monsarrat et Paul Alvinerie, avec qui j’ai travaillé.

Je remercie également tous mes instituteurs, professeurs et responsables de stage, pour
m’avoir toujours intéressé à leurs histoires ; c’est grâce à eux que j’ai pris tant de plaisir dans
mes études. Ils sont trop nombreux pour être tous cités ici, mais je n’oublie pas tout ce que
je leur dois. Parmi mes responsables de stage, je remercie en particulier Mireille : c’est elle qui
m’a initié à la biologie moléculaire, puis, un an plus tard (alors que je prospectais des labos de
thèse), c’est elle qui m’a parlé de Jean-Pierre et Jérôme.

Je remercie aussi Yves, chef d’orchestre (à double titre) de la section « Courir » du C.A.E.S.
du C.N.R.S. ; j’ai notamment profité de l’organisation du week-end à Espelette pour la Course
des Crêtes, l’an dernier, et j’en garde un excellent souvenir (on avait mangé dans un petit restau.
du front de mer, à St-Jean-de-Luz ...) (et puis on avait couru dans les crêtes, aussi, c’était loin
d’être mal !). Il ne sera pas dit que je ne me suis fait des amis que dans le labo. : grâce à la
course à pied, j’ai pu découvrir de nombreux villages de la Haute-Garonne, et je me suis fait de
très bons amis. Eux non plus ne sont évidemment pas pour rien dans mon bonheur de vivre à
Toulouse.

Je l’ai déjà évoqué plus haut : j’ai eu l’immense bonheur d’enseigner à l’Université Paul
Sabatier. Mes petiots ont toujours été adorables : intéressés, marrants, sympas ; c’était tellement
rafrâıchissant ! Parfois déroutant (comment faut-il réagir quand les piplettes du deuxième rang
se collent les avant-bras les unes aux autres pour comparer leurs bronzages, pendant l’analyse
des effectifs de la F2 ? quand une étudiante facétieuse pince le dormeur du troisième rang, qui
avait pris l’habitude de pioncer, bouche ouverte, une dizaine de minutes au bout de la première
heure de T.D. ? quand une étudiante, dont la blouse était restée chez les parents, propose de
faire le T.P. en robe de chambre ? ...), mais toujours tellement gratifiant, quand ils sont contents ;
l’enseignement, c’est une expérience à vivre ... À présent, mes petiots (cette classe d’âge, que j’ai
pour ainsi dire suivie : quand j’ai commencé ma thèse, et le monitorat, ils étaient en deuxième
année de DEUG ; j’en ai retrouvé plusieurs l’année suivante, alors que j’enseignais principalement
en licence ; puis encore plusieurs de ces licences quand, l’an dernier, j’ai enseigné en mâıtrise)
arrivent en M2R (D.E.A., dans l’ancienne terminologie), et je les vois déferler dans les labos.
Morbleu, un cycle s’achève, il est temps que je m’en aille, et eux, mes petiots, vont maintenant
me remplacer ...

Je bénéficie toujours de mon compte informatique à l’École normale supérieure, qui me
permet de garder le contact (en grande partie grâce au forum informatique) avec les nombreux
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amis que je m’y suis faits. Outre l’intérêt humain évident (chaque fois que j’y vais, je m’y sens
encore chez moi, et y retrouve toujours des copains), le forum est un point d’accès privilégié à
ce creuset où se côtoient tant de spécialistes de tous les domaines ... En ce qui me concerne, j’ai
souvent profité des conseils de la fine équipe de la salle S, quand je ne me sortais pas de mes
problèmes d’installation de Cygwin, de compilateur gcc, de syntaxe du langage de shell csh, et
de commandes TEX ; je remercie donc tous ceux qui m’ont aidé : David Monniaux, Luc Habert,
David Madore, Marc Espie, Marc Glisse, Laurent Rineau, Josselin Noirel et Nicolas George. Ce
dernier en particulier, connu pour sa rapidité de réponse, n’a pas failli à sa réputation en réglant
en 2 minutes 48 le problème qui me tourmentait, à des centaines de kilomètres de distance, le
15 août entre minuit et une heure du matin (en plus, c’était un dimanche, mais je pense que ça
n’ajoute plus grand’chose ...).

J’ai énormément profité, au cours de ces trois ans, de notre collaboration avec les membres
du laboratoire d’Anne Ferguson-Smith, en Angleterre, qui m’ont abondamment fourni en ARN
d’embryons de Souris avec des disomies uniparentales, et avec la — désormais fameuse — délétion
de la région différentiellement méthylée ... Je remercie donc Anne, Shau-Ping et Neil pour leurs
efforts et pour leur gentillesse.

Je dédie cette thèse à tous ceux que j’aime, au premier rang desquels, bien sûr, ma famille.
Ma sœur Géraldine et son mari Franck, qui m’ont fait le bonheur de me rendre tonton, de Lilou,
il y a presqu’un an et demi ; mon frère Clément, qui a partagé mon aventure toulousaine ; ma
petite sœur Annabelle, qui, à trois jours de ses quinze ans, aurait pourtant eu beaucoup plus
intéressant à faire que venir à Toulouse écouter ma thèse ... Et je remercie mes parents, qui
m’ont permis de faire les études qui me plaisaient, et qui ont toujours été à mes côtés ; pour
leur soutien permanent, et pour tellement d’autres choses encore, pour tout leur amour, je ne
les remercierai jamais assez.

Section M. et Mme.

M. et Mme. Dansleslocisoumisàlempreintegénomiqueparentale ont un fils ; comment s’appelle-
t-il ?

Réponse :

Wladimir

M. et Mme. Hervéamislefeuaulabodepatriciaenmettantungelàpré ont un fils ; comment s’appelle-
t-il ? (© G. Susbielle)

Réponse :

René



10



Abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique
ARN : acide ribonucléique
ARNm : ARN messager
ARNpré-r : précurseur d’ARN ribosomique
cDNA : ADN copie (issu de la réverse-transcription d’un ARN)
DMR : région différentiellement méthylée (voir page 25)
IC : centre d’empreinte (voir page 23)
kb (ou : kpb) : kilo-paire de bases
Mb (ou : Mpb) : méga-paire de bases
nt : nucléotide
pb : paire de bases
RdRP : polymérase à ARN dépendant de l’ARN (voir page 64)
RISC : complexe effecteur du RNAi (voir page 63)
RITS : complexe répresseur de la transcription guidé par des siRNA (voir page 83)
RNAi : interférence à ARN
RNase : ribonucléase
RT-PCR : réverse-transcription couplée à une amplification par polymérisation en

réaction en châıne
siRNA : petit ARN interférent (voir page 62)
snoRNA : petit ARN nucléolaire (voir page 46)
UTR : région non traduite d’un ARN messager

Note
Dans tout le manuscrit, les « ou » sont des « ou » inclusifs, susceptibles d’être remplacés par

des « et/ou ».
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2.2 Le locus 14q32/distal 12 contient des gènes de microARN . . . . . . . . . . . . . 118
2.2.1 Article n°2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 120
2.2.2 Stabilisation de l’ARNm Rtl1 en l’absence de miR-127 et miR-136 . . . . 122
2.2.3 Article n°3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124

2.3 Une concentration de gènes de microARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 130
2.3.1 Article n°4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 132
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1.15 Modèles historiques de fonctionnement de l’interférence à ARN. . . 70
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1.21 La délétion α ZF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98
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Souris. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
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Chapitre 1

Introduction

Tout ce qui est petit est gentil.
(devise du journal La Hulotte)
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20 CHAPITRE 1. INTRODUCTION

1.1 Avant-propos

On appelle « gènes » les unités d’information qui gouvernent les caractères transmissibles à
la descendance. Le XXème siècle a vu l’identification du support physique des gènes, l’ADN chez
tous les êtres vivants, et la compréhension progressive des principes de codage de l’information
génétique : les phénotypes sont déterminés par les propriétés des molécules qui constituent les
cellules, lesquelles dépendent d’activités enzymatiques, portées invariablement par des ARN ou
des protéines. Les protéines elles-mêmes sont synthétisées selon l’information portée par des ARN
messagers, et, ultimement, les ARN sont issus de la transcription de l’ADN. L’ADN, quant à
lui, est répliqué à l’identique par des systèmes spécialisés, et transmis à la descendance.

Il a donc semblé que toute l’information nécessaire au fonctionnement des cellules résidait
dans la séquence du génome de l’espèce considérée ; que la simple lecture de cette séquence
fournissait des données suffisantes pour prédire la nature des macromolécules (ARN et protéines,
et par suite, tous les composants cellulaires, produits de leurs activités enzymatiques) représentés
dans les cellules, et donc, simuler le fonctionnement cellulaire. C’est cette perspective de déduc-
tion d’une connaissance complète de la biologie d’un organisme, à partir de la lecture de sa
séquence génomique, qui a fait écrire à W. Gilbert1 à propos du séquençage du génome humain :
« Trois milliards de bases de séquence peuvent tenir sur un seul disque compact, et l’on pourra
sortir un CD de sa poche, et dire : “ Voici un être humain ; c’est moi ! ” » (Gilbert, 1992).

En réalité, d’autres messages que la séquence de l’ADN affectent qualitativement et quanti-
tativement l’expression des gènes ; les modifications responsables de l’altération de l’expression
des gènes qui ne sont pas dues à des modifications de la séquence de l’ADN, mais qui sont
quand même héritables par division cellulaire, sont dites « épigénétiques ». Les modifications
épigénétiques que l’on connâıt sont toutes des modifications chimiques de l’ADN (méthylation
des cytosines) ou de protéines qui lui sont associées, les histones (méthylation, acétylation et
phosphorylation de résidus bien particuliers). L’information qui contrôle les caractéristiques
innées d’un organisme ne se résume donc pas à une séquence de « A », de « C », de « G » et
de « T », il existe d’autres codages, moins bien connus pour le moment, qui se superposent à
cette information : chez les Eucaryotes, des patrons particuliers de modifications chimiques de
la chromatine recrutent des complexes qui altèrent l’expression des gènes du voisinage. L’une
des illustrations les plus spectaculaires de ce phénomène est l’empreinte génomique parentale :
deux allèles d’un même gène, qui baignent dans le même noyau, se comportent différemment se-
lon leur origine parentale, alors que leurs séquences nucléotidiques peuvent être rigoureusement
identiques.

Une autre croyance est en train de s’écrouler : celle selon laquelle les gènes codent des
protéines (à l’exception de quelques gènes, dont ceux des ARN ribosomiques et des ARN de trans-
fert, dont la fonction est justement la synthèse des protéines) ; toutes les fonctions régulatrices
chez les Eucaryotes, en particulier, semblaient réservées aux protéines. La découverte des mi-
croARN, petits ARN régulateurs impliqués dans une très grande variété de phénomènes, et chez
la plupart des Eucaryotes, a mis un terme à cette injustice. Tous les ARN ne codent pas des
protéines, et les ARN non-codants ne sont plus aujourd’hui d’attendrissantes bizarreries, ce sont
des candidats sérieux pour de nombreuses régulations de l’expression de gènes.

Les travaux que je présente dans ce manuscrit, et que j’ai réalisés au cours de ma thèse,
ont abouti à la découverte et à une première caractérisation de gènes d’ARN non-codants
soumis à l’empreinte génomique parentale. Ces travaux de l’ère post-génomique, où les gènes
sont découverts avant leurs fonctions, n’ont pas encore permis d’assigner un rôle certain à ces
nouveaux gènes ; cependant, quelques données, présentées également dans le manuscrit, nous
permettent de les imaginer.

1Prix Nobel de chimie 1980 pour avoir contribué à l’élaboration d’un protocole de séquençage de l’ADN.
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1.2 L’empreinte génomique parentale

1.2.1 Historique

La différence fonctionnelle entre les deux haplogénomes parentaux chez les Mammifères était
pressentie depuis les années 1970, depuis la découverte que les parthénogénotes de Mammifères
meurent avant la fin du développement embryonnaire (Kaufman et al., 1977), et depuis que la
génétique semblait indiquer que certains allèles s’exprimaient ou non selon leur origine paren-
tale (Johnson, 1974 ; Lyon et Glenister, 1977). C’est en 1984 que trois équipes ont démontré
que les deux contributions parentales au génome de la descendance n’étaient pas strictement
équivalentes, par des expériences de transplantation de pronuclei d’embryons du stade « 1 cel-
lule » chez la Souris : lorsqu’un pronucleus mâle est transféré à un œuf activé, une fraction notable
d’embryons se développe correctement, alors qu’aucun n’y parvient si le pronucleus transféré est
un pronucleus femelle (Surani et al., 1984). Une autre équipe est arrivée aux mêmes conclusions,
en transférant cette fois dans des œufs énucléés les deux pronuclei d’embryons parthénogénétiques
(le développement est alors interrompu à mi-gestation) ou d’embryons issus d’une fécondation
(les deux tiers des embryons atteignent alors la naissance) (Mann et Lovell-Badge, 1984) ; l’ha-
plogénome paternel semblait donc requis pour l’ontogenèse. L’haplogénome maternel, quant à
lui, est également nécessaire, puisque le remplacement, dans un embryon « 1 cellule », d’un pro-
nucleus femelle par un deuxième pronucleus mâle aboutit, tout comme le remplacement d’un
pronucleus mâle par un deuxième pronucleus femelle, à de graves défauts de l’embryogenèse,
conduisant à un arrêt du développement et, souvent, à une résorption des embryons (McGrath
et Solter, 1984). Les rares embryons qui arrivent à terme ont manifestement hérité d’un pronu-
cleus mâle et d’un pronucleus femelle suite à une confusion lors du prélèvement des pronuclei,
comme le démontre leur génotype pour des marqueurs génétiques.

Ces trois groupes ont donc été amenés à proposer que les haplogénomes de chaque gamète
portent des marques spécifiques, une « empreinte », apposée, vraisemblablement, au cours de la
gamétogenèse. Cette empreinte est nécessairement réversible, puisque chaque individu doit pro-
duire des gamètes dont les chromosomes portent une empreinte spécifique de son sexe, alors qu’il
a lui-même hérité de chromosomes portant des marques maternelles, et de chromosomes portant
des marques paternelles (par exemple, une femelle doit effacer l’empreinte de ses chromosomes
paternels pour produire des ovocytes qui ne contiendront que des chromosomes à empreinte
maternelle).

L’étude de souris présentant des disomies uniparentales2 pour une paire de chromosomes
donnée, ou pour une région chromosomique seulement, a montré que ces défauts développe-
mentaux pouvaient être attribués à des loci spécifiques (Cattanach et Kirk, 1985). Le procédé
d’obtention des souris à disomies uniparentales est présenté en figure 1.7, page 41, sur l’exemple
des disomies uniparentales pour la paire n°12. Il a ainsi été possible de dresser une carte des
régions du génome soumises à l’empreinte génomique parentale (du moins : celles pour les-
quelles une anomalie de la répartition entre copies maternelle et paternelle se traduisait par un
phénotype visible) (Cattanach et Beechey, 1990).

Plusieurs techniques ont été développées pour identifier de nouveaux gènes soumis à l’em-
preinte génomique parentale :

– l’analyse de banques soustractives de cDNA entre embryons normaux et embryons parthé-
nogénétiques (Kaneko-Ishino et al., 1995) ;

– la recherche de méthylations de cytosine différentielles entre embryons parthénogénétiques
et androgénétiques, ou entre des souris adultes issues de croisements réciproques entre des

2Pour une paire de chromosomes donnée, ces souris possèdent deux chromosomes provenant du même parent,
et aucun provenant de l’autre parent.
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souches présentant des polymorphismes de restriction (Hatada et al., 1993 ; Plass et al.,
1996 ; Peters et al., 1999 ; Smith et al., 2003) ;

– la comparaison des ARN exprimés par des embryons normaux, des parthénogénotes, et
des androgénotes, ou entre des souris adultes issues de croisements réciproques entre des
souches présentant des polymorphismes de séquence, par une RT-PCR peu spécifique, le
« mRNA differential display » (Kikyo et al., 1997 ; Hagiwara et al., 1997) ;

– l’analyse d’« hybrides monochromosomiques » Homme-Souris (des cellules murines dans
lesquelles un chromosome humain, d’origine parentale définie, est transféré ; les marques
épigénétiques du chromosome humain sont maintenues dans la cellule murine, et on consi-
dère que le patron de transcription du chromosome humain est préservé) (Mitsuya et al.,
1999) ;

– l’analyse systématique (par séquençage de cDNA d’hétérozygotes pour des sites de po-
lymorphisme) des gènes voisins de gènes déjà connus pour être soumis à l’empreinte
génomique parentale : les gènes soumis à l’empreinte sont en effet souvent regroupés,
sur le génome (voir section 1.2.2) (voir par exemple Lee et al., 2000 ; Kim et al., 1999).

Puisque les embryons parthénogénétiques meurent en fin de gestation, la première technique
(et la deuxième et la troisième, dans une de leurs versions) se limitent aux gènes exprimés, et
soumis à l’empreinte, au cours du développement embryonnaire.

L’empreinte génomique parentale contribue manifestement à l’incapacité des parthénogénotes
de Mammifères de se développer à terme, puisqu’ils répriment les deux allèles des gènes à ex-
pression paternelle. Au printemps de cette année, l’équipe de T. Kono a montré qu’il était peu
probable qu’un phénomène additionnel empêche le développement des parthénogénotes, puis-
qu’il est possible d’obtenir des souris parthénogénétiques viables en normalisant l’expression de
leurs gènes soumis à l’empreinte génomique parentale (Kono et al., 2004). Ces souris sont issues
de la fusion de deux ovocytes : le premier est un ovocyte mature, et le deuxième a été prélevé
sur une souris femelle peu après la naissance : à ce stade, le génome des ovocytes n’a pas encore
acquis d’empreinte maternelle, et il se comporte pratiquement comme un génome paternel (voir
aussi 1.2.3, page 27). Outre cet artifice de manipulation (qui normalise partiellement l’expression
des gènes soumis à l’empreinte génomique parentale, et allonge la durée de vie des embryons
parthénogénétiques, sans toutefois leur permettre d’atteindre la naissance), cette équipe a dû
ajouter une complication supplémentaire, pour corriger l’expression d’une paire de gènes soumis
à l’empreinte, Igf2 et H19, dont le taux d’expression n’était pas restauré. La délétion d’une
région régulatrice de ce locus sur l’un des deux allèles force le monoallélisme de l’expression de
ces deux gènes, et permet un développement à terme pour une petite proportion des embryons
(chez ces embryons, l’expression de nombreux gènes est alors très similaire à leur expression
dans des embryons issus de fécondations ; les gènes soumis à l’empreinte régulent donc, plus ou
moins directement, de nombreux aspects du métabolisme). L’utilisation d’ovocytes prélevés à la
naissance, et la délétion de la région régulatrice du locus Igf2/H19, n’affectent probablement que
les gènes soumis à l’empreinte ; les auteurs en concluent donc que seule l’empreinte génomique
parentale bloquait le développement des embryons parthénogénétiques.

Chez les Animaux, le phénomène d’empreinte génomique parentale semble restreint aux
Mammifères placentaires et aux Marsupiaux (Killian et al., 2000 ; Killian et al., 2001 ; Nolan
et al., 2001). Mais il a également été observé chez des Angiospermes (Plantes à fleurs) : ainsi, dans
l’endosperme de Mäıs, des allèles bien précis de deux gènes ne s’expriment que s’ils sont transmis
maternellement (Kermicle, 1970 ; Chaudhuri et Messing, 1994), et des allèles bien précis de deux
autres gènes sont méthylés spécifiquement sur l’allèle paternel (Lund et al., 1995) (on ne connâıt,
chez les Mammifères, aucun gène qui ne soit ainsi soumis à l’empreinte que sous certaines formes
alléliques). Chez la Crucifère Arabidopsis thaliana, deux autres gènes sont soumis à l’empreinte :
MEDEA (Vielle-Calzada et al., 1999 ; Kinoshita et al., 1999) et FWA (Kinoshita et al., 2004),
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alors que des fusions entre trois répresseurs du développement de la graine (MEDEA lui-même,
FIE, qui lui est apparenté, et FIS2 ) et un gène rapporteur ne s’expriment qu’à partir de la
copie maternelle, ce qui indique que l’effet maternel observé pour ces gènes est dû, au moins
partiellement, à l’empreinte génomique parentale (Luo et al., 2000).

Il est remarquable que tous les gènes d’Angiospermes soumis à l’empreinte génomique pa-
rentale sont à expression maternelle (lorsque l’expression a été analysée), ce qui pourrait révéler
une contrainte mécanistique. À ce titre, il est intéressant de noter que l’empreinte des gènes
MEDEA et FWA n’est pas due à une méthylation d’ADN de novo spécifique d’un allèle (comme
cela semble être toujours le cas chez les Mammifères : Reik et Walter, 2001), mais à l’ac-
tivation spécifique d’un allèle, impliquant une ADN glycosylase soupçonnée de catalyser une
déméthylation active ou un remodelage de la chromatine (Choi et al., 2002 ; Kinoshita et al.,
2004). L’empreinte génomique parentale des Mammifères et celle des Angiospermes, qui semblent
reposer sur des mécanismes différents, ne sont donc pas forcément homologues, et pourraient
résulter d’une évolution convergente, sous la pression de contraintes reproductives similaires
(voir 1.2.4, p. 40).

Dans toute la suite de cette section, les données présentées concerneront donc exclusivement
l’empreinte chez les Mammifères, puisque mon travail de thèse s’est limité aux Mammifères.

1.2.2 Les loci soumis à l’empreinte génomique parentale

On connâıt actuellement 67 gènes autosomaux soumis à l’empreinte génomique parentale
chez la Souris, auxquels il faut ajouter la plupart des gènes du chromosome X, soumis à l’em-
preinte dans le placenta des embryons femelles (voir ci-dessous) ; il semble que la plupart soient
également soumis à l’empreinte chez les autres Mammifères (voir par exemple Feil et al., 1998 ;
Hagemann et al., 1998 ; McLaren et Montgomery, 1999 ; O’Neill et al., 2000 ; Kim et al., 2004).
L’expression différentielle des deux allèles de certains gènes soumis à l’empreinte peut dépendre
des tissus : ainsi, le gène Gnas est à expression biallélique dans de nombreux tissus, et exprimé
préférentiellement à partir de l’allèle maternel dans quelques autres (Williamson et al., 2004) ;
Igf2, principalement exprimé à partir de l’allèle paternel, est exprimé bialléliquement dans un
type cellulaire particulier (Charalambous et al., 2004) ; plusieurs gènes d’un locus du chromo-
some 6 murin sont soumis à l’empreinte dans l’embryon, mais exprimés à partir des deux allèles
chez le nouveau-né (Ono et al., 2003). La plupart des gènes soumis à l’empreinte sont regroupés,
dans le génome, en domaines chromosomiques dont la taille typique est de l’ordre de 1 Mpb, et
où se côtoient gènes à expression maternelle, gènes à expression paternelle, et gènes à expres-
sion biallélique : en 2001, Reik et Walter ont estimé que 80 % des gènes soumis à l’empreinte
appartenaient à de tels loci (Reik et Walter, 2001). Cette organisation génomique permet pro-
bablement une co-régulation de gènes distincts, comme l’illustre la découverte, dans cinq loci,
de centres d’empreinte (imprinting centers, IC, en anglais), séquences régulatrices qui contrôlent
l’empreinte de loci entiers (voir 1.2.3, page 28). On dénombre à l’heure actuelle 18 loci murins
autosomaux soumis à l’empreinte génomique parentale ; le chromosome X a un statut particu-
lier : la plupart de ses gènes sont soumis à l’empreinte (et exprimés à partir de l’allèle maternel
uniquement) dans le placenta des embryons femelles (voir page 91).

Le tableau 1.2, page 42, donne la liste des gènes et loci connus soumis à l’empreinte.

Les loci soumis à l’empreinte génomique parentale sont caractérisés par plusieurs propriétés
remarquables :

– La réplication asynchrone des deux allèles : les deux allèles de certains gènes soumis à
l’empreinte ne sont pas répliqués en même temps, à l’interphase (Kitsberg et al., 1993 ;
Simon et al., 1999 ; Kagotani et al., 2002) ; cependant, cette propriété n’est pas générale
(Shuster et al., 1998). L’asynchronie de la réplication pourrait jouer un rôle dans le contrôle
différentiel de la transcription des deux allèles : un complexe répresseur de la transcrip-
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tion est spécifiquement recruté sur les fourches de réplication en fin d’interphase (lorsque
l’hétérochromatine est répliquée), et pas en début d’interphase (pour la réplication des
séquences euchromatiniennes) : la chronologie de la réplication d’une séquence donnée
pourrait donc influencer son taux de transcription (Rountree et al., 2000). Mais la répli-
cation asynchrone des deux allèles pourrait aussi simplement refléter une différence de
structure chromatinienne (en particulier, elle est abolie par un traitement qui affecte des
modifications post-traductionnelles des histones : Kagotani et al., 2002), et serait alors
une conséquence des mécanismes aboutissant à la distinction transcriptionnelle des deux
allèles : elle n’aurait pas de rôle en tant que telle dans l’expression différentielle des deux
allèles (notamment, l’asynchronie de la réplication n’est pas affectée chez un mutant dont
l’empreinte du locus Igf2/H19 est perdue : Cerrato et al., 2003).

– Une localisation particulière des deux allèles dans le noyau : les deux allèles du locus
Igf2/H19 semblent en effet se localiser dans deux régions distinctes du noyau, puisque l’un
des deux est le plus souvent proche de l’enveloppe nucléaire, et le deuxième, plus éloigné (et
la nature de l’allèle le plus proche de l’enveloppe nucléaire dépend du type cellulaire) ; la
localisation des deux allèles dans des régions spécialisées du noyau pourrait être à l’origine
de l’asynchronie de leur réplication (Gribnau et al., 2003). Cette différence de localisation
subnucléaire pourrait s’expliquer par une interaction différentielle des deux allèles avec la
matrice nucléaire : seul l’allèle paternel de ce locus semble pouvoir interagir avec la matrice
(Weber et al., 2003).

– Des taux de recombinaison différents entre les méioses des deux lignées germinales :
des séquences particulières de plusieurs loci soumis à l’empreinte génomique parentale
présentent des taux de recombinaison différents entre la méiose femelle et la méiose mâle,
même après correction d’un léger biais observé sur le reste du génome (Paldi et al., 1995 ;
Robinson et Lalande, 1995 ; Lercher et Hurst, 2003). Cette différence pourrait découler
d’une différence de structure chromatinienne de ces séquences dans les deux lignées ger-
minales, c’est à dire : à la période où l’empreinte se met en place (cf page 26).

– Dans plusieurs loci soumis à l’empreinte, des différences de modifications chimiques des
histones ont été observées entre les deux allèles (Grandjean et al., 2001 ; Gregory et al.,
2001 ; Fournier et al., 2002 ; Perk et al., 2002 ; Yang et al., 2003). Ces modifications des
composants protéiques de la chromatine sont connues pour affecter le niveau d’expression
des gènes qui les portent : alors que l’euchromatine (conformation peu condensée, riche
notamment en histone H3 méthylée sur la lysine n°4 et acétylée sur la lysine n°9) favorise la
transcription, l’hétérochromatine (plus compacte, riche notamment en histone H3 méthylée
sur la lysine n°9) la réprime. Des combinaisons particulières des différentes modifications
post-traductionnelles des histones seraient reconnues par des partenaires spécifiques, aux
effets différents sur la transcription : de tels partenaires seraient alors responsables de
l’interprétation de ce codage, et traduiraient l’information constituée par le patron de
modifications des histones, en différences d’activité transcriptionnelle (voir Jenuwein et
Allis, 2001, pour une revue).

– Des méthylations de l’ADN différentielles entre les deux allèles : voir ci-dessous.

Le nombre total de gènes soumis à l’empreinte génomique parentale a été estimé (par une
évaluation du nombre de sites différentiellement méthylés dans le génome murin) à une centaine
(Hayashizaki et al., 1994).

1.2.3 Diversité des mécanismes

Les mécanismes qui aboutissent à l’expression différentielle des deux allèles des gènes sou-
mis à l’empreinte ne sont pas encore compris dans leur totalité. En particulier, la plupart
des caractéristiques de ces gènes (proximité d’un insulateur, transcription d’un ARN antisens,
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méthylation de l’allèle inactif, ...) ne sont pas absolument générales, et souffrent des exceptions.
Ainsi, l’ARN non-codant Air, dont des études poussées suggèrent l’implication dans l’empreinte
des gènes Igf2r, Slc22a2 et Slc22a3 chez la Souris (cf page 32), semble incapable de remplir ce
rôle dans le placenta humain, puisqu’aucun orthologue humain de Air n’a été décrit, alors que
IGF2R peut y être soumis à l’empreinte (Oudejans et al., 2001).

Finalement, la propriété la plus générale des gènes soumis à l’empreinte génomique parentale
semble être la proximité de régions différentiellement méthylées entre les deux allèles. Des travaux
futurs permettront peut-être de dégager d’autres caractères généralisables à tous ces gènes ;
mais peut-être révèleront-ils une grande variété de mécanismes, où la régulation de chaque gène
apparâıtra comme un cas particulier.

Les régions différentiellement méthylées

La méthylation en position 5 de la cytosine de l’ADN (appelée «méthylation de l’ADN » pour
simplifier) semble être la marque, apposée pendant la gamétogenèse, qui distingue les chromo-
somes provenant de la mère de ceux provenant du père, puisque des régions différentiellement
méthylées (appelées « DMR », pour differentially methylated regions, en anglais) ont été iden-
tifiées à proximité de la plupart des gènes soumis à l’empreinte (voir Reik et Walter, 2001, pour
une revue). D’autre part, des embryons de Souris déficients pour la méthyl-transférase de main-
tien Dnmt1 perdent l’empreinte de plusieurs gènes (l’expression de H19 devient biallélique, celle
de Igf2 et Igf2r est réprimée sur les deux allèles : Li et al., 1993 ; l’empreinte de Ascl2/Mash2,
quant à elle, n’est que partiellement levée, ce qui suggère qu’un autre mécanisme — basé sur une
autre modification épigénétique ? — renforce l’effet de la méthylation de l’ADN : Tanaka et al.,
1999), ce qui montre que, pour ces loci au moins, et à ce stade développemental, le maintien du
patron de méthylation de l’ADN est nécessaire au maintien de l’empreinte.

La méthylation de l’ADN présente donc toutes les qualités attendues de l’empreinte respon-
sable des différences d’expression entre allèles maternels et paternels :

1. Elle peut être appliquée différentiellement sur les deux chromosomes parentaux, comme en
atteste l’existence des DMR.

2. Elle est réversible (une femelle, par exemple, peut donc effacer les marques de ses chro-
mosomes paternels pour en faire des chromosomes maternels, transmissibles à sa propre
descendance).

3. Elle peut influencer l’expression des gènes (voir page 29).

Enfin, le comportement de la méthylation de l’ADN (apparition, maintien, disparition) est
synchrone avec celui de l’empreinte (cf ci-dessous).

Il est donc couramment admis que l’empreinte est un patron de méthylations de l’ADN (Reik
et Walter, 2001), ce qui avait déjà été proposé dès la découverte du phénomène d’empreinte
génomique parentale (Mann et Lovell-Badge, 1984).

Le cycle de l’empreinte

On appelle « cycle de l’empreinte » l’enchâınement des événements (effacement, mise en place,
maintien) qui affectent l’empreinte, responsable des différences d’expression des deux allèles. La
figure 1.1 donne la chronologie des étapes du cycle de l’empreinte.

a) Effacement de l’empreinte des chromosomes parentaux.

Les cellules germinales primordiales, à l’origine de la lignée germinale, portent un patron
de méthylation d’ADN apparemment identique à celui des cellules somatiques environnantes,
et ces méthylations sont perdues à un stade très précoce du développement des gonades (entre
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A : B :

Fig. 1.1 – Le cycle de l’empreinte. Figures tirées de Reik et Walter, 2001. Voir texte
pour le détail des étapes. A : les marques de méthylation différentielle de l’ADN sont ef-
facées dans les cellules germinales primordiales (« Primoridal germ cells »), dans les futures
gonades de l’embryon. De nouvelles marques, spécifiques du sexe de l’embryon, sont établies
au cours de la gamétogenèse : les centres d’empreinte (IC, voir page 28) acquièrent leur statut
de méthylation à cette étape. Après fécondation, les chromosomes du zygote portent donc des
marques différentielles, et ce patron différentiel est maintenu au cours du développement. B :
l’ordonnée représente le niveau de méthylation, et l’abscisse représente le déroulement chrono-
logique, de la maturation des cellules germinales primordiales, au développement embryonnaire
(E5, E10 : après 5 et 10 jours de développement embryonnaire, respectivement). Courbe grise :
allèle non méthylé d’un gène soumis à l’empreinte ; courbe noire : allèle méthylé d’un gène soumis
à l’empreinte ; courbe rouge : gène méthylé non soumis à l’empreinte, transmis maternellement ;
courbe bleue : gène méthylé non soumis à l’empreinte, transmis paternellement.

t = 10, 5 j et t = 11, 5 j, ou entre t = 11, 5 j et t = 12, 5 j du développement embryonnaire, selon
les auteurs) (Lee et al., 2002a ; Hajkova et al., 2002). Cette déméthylation est si rapide (elle se
déroule sur une période de 24 h au maximum, alors que les cellules germinales primordiales se
divisent en 16 h) qu’elle est certainement due à un processus actif, plus qu’à une « déméthylation
passive » (dilution des brins d’ADN méthylés dans des brins néo-synthétisés non méthylés, au fil
des duplications). Cette déméthylation, qui semble affecter tous les loci (soumis à l’empreinte,
et non soumis à l’empreinte) à l’exception des séquences répétées, fait de chaque chromosome
un substrat « näıf », apte à recevoir une nouvelle empreinte. En particulier, l’empreinte des
chromosomes hérités du parent du même sexe est effacée, pour être re-appliquée ensuite (cf ci-
dessous), alors qu’il semblait possible que, par exemple, l’empreinte des chromosomes maternels
des futurs ovocytes ne soit pas effacée.

b) Mise en place de l’empreinte.

Après l’effacement de l’empreinte, les cellules germinales primordiales migrent vers les crêtes
génitales, et se multiplient par mitose. Les cellules de la lignée germinale mâle (appelées, à ce
stade, « spermatogonies ») entrent alors en phase G0. Les cellules de la lignée germinale femelle
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(appelées, à ce stade, « ovogonies »), quant à elles, entament la première division de méiose, et
s’arrêtent en prophase ; ces cellules sortent elles aussi du cycle cellulaire, et subissent la « crois-
sance ovocytaire », phase longue de plusieurs mois ou années, qui s’achève par la maturation de
l’ovocyte, et l’ovulation. C’est au cours de ces phases G0 que les chromosomes des cellules des
deux lignées germinales acquièrent les empreintes paternelle et maternelle.

Chez la Souris, les gènes Peg1/Mest, Peg3, Snrpn, Igf2r et p57KIP2/Cdkn1c acquièrent en ef-
fet une empreinte maternelle au cours de la croissance de l’ovocyte, puisque le transfert de noyaux
d’ovocytes prélevés avant la croissance dans des ovocytes ayant terminé la croissance permet le
développement d’embryons parthénogénétiques qui expriment ces gènes à des taux comparables
à ceux des embryons biparentaux (Obata et al., 1998) ; ces embryons parthénogénétiques se
développent d’ailleurs jusqu’à un stade plus avancé que les embryons parthénogénétiques clas-
siques, issus du transfert d’un noyau d’ovocyte prélevé après la croissance, dans un autre ovocyte
prélevé après la croissance (Kono et al., 1996). La correction de l’expression de ces gènes (les
trois premiers sont habituellement à expression paternelle, et les deux derniers, à expression
maternelle) semble due à la contribution de l’ovocyte prélevé avant croissance qui, pour ces
gènes, se comporte comme une contribution paternelle : Peg3 est en effet exprimé uniquement
à partir de l’allèle ng (pour : non-growing oocyte, ovocyte prélevé avant la croissance), alors que
Igf2r et p57KIP2/Cdkn1c sont exprimés uniquement à partir de l’allèle fg (pour : fully grown
oocyte, ovocyte prélevé après la croissance), et on estime que Peg1/Mest et Snrpn sont exprimés
à partir de l’allèle ng uniquement, puisque ces gènes ne sont pas exprimés dans des embryons
parthénogénétiques à deux allèles fg (Obata et al., 1998). Ainsi, ces cinq gènes acquièrent l’em-
preinte maternelle au cours de la croissance de l’ovocyte.

De manière comparable, une autre équipe a transféré des noyaux de cellules germinales pri-
mordiales mâles (prélevées peu après la déméthylation présentée en a) ci-dessus) dans des ovo-
cytes, énucléés cette fois (Kato et al., 1999). L’analyse de l’expression de plusieurs gènes soumis
à l’empreinte, dans des embryons issus de cette manipulation, montre là aussi que l’empreinte
n’a pas encore été appliquée sur le génome de ces cellules germinales primordiales. En revanche,
des noyaux de spermatocytes primaires (des cellules pré-méiotiques, mais plus tardives), intro-
duits dans des ovocytes permettent le développement de souriceaux viables, ce qui indique que
l’empreinte paternelle est établie sur les chromosomes des spermatocytes primaires (Ogura et al.,
1998 ; Kimura et al., 1998). L’acquisition de la méthylation spécifiquement paternelle de cette
région est approximativement synchrone à l’établissement de l’empreinte (Ueda et al., 2000 ;
Davis et al., 2000).

L’établissement de l’empreinte, au moins dans la lignée germinale femelle, implique Dnmt3l,
une protéine apparentée aux méthylases de novo Dnmt3a et Dnmt3b, mais dépourvue de site
catalytique : la progéniture de femelles homozygotes mutantes pour Dnmt3l présente des défauts
de méthylation et d’empreinte de la plupart des gènes réprimés maternellement, à l’exception
notable de H19, dont l’empreinte semble justement être une méthylation paternelle. Quant aux
mâles homozygotes mutants pour Dnmt3l, ils ne produisent pas de spermatozöıde : le rôle de
Dnmt3l dans l’établissement de l’empreinte dans la lignée germinale mâle n’a donc pas pu être
analysé (Bourc’his et al., 2001). Dnmt3l, qui semble dépourvue d’activité méthyl-transférase
(Bourc’his et al., 2001 ; Hata et al., 2002), serait donc requise pour la méthylation de novo des
séquences méthylées maternellement, catalysée par une autre protéine. La délétion conditionnelle
de Dnmt3a et Dnmt3b chez la Souris a montré que la méthyl-transférase est Dnmt3a, autant
dans la lignée germinale mâle que dans la lignée germinale femelle (Kaneda et al., 2004), ce que
corroborent des résultats indépendants (Hata et al., 2002 ; Chédin et al., 2002).

Si Dnmt3a, assistée de Dnmt3l, est responsable de la méthylation des séquences méthylées
maternellement ou paternellement, il faut encore expliquer sa spécificité, puisque chacune de ces
deux protéines est exprimée dans chacune des deux lignées germinales : comment se fait-il, donc,
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que les séquences méthylées maternellement ne soient pas méthylées dans les spermatogonies, et
que les séquences méthylées paternellement échappent à la méthylation dans les ovogonies ? Il est
possible que des protéines additionnelles, spécifiques de l’une ou l’autre des lignées germinales,
guident le complexe Dnmt3a/Dnmt3l vers ses séquences-cibles (Chédin et al., 2002). Ou encore,
des protéines, spécifiques de l’ovogenèse, et spécifiques de la spermatogenèse, pourraient protéger
sélectivement certaines séquences contre la méthylation, dans chacune des deux lignées germi-
nales. Il a été proposé que la protéine à doigts de zinc CTCF pouvait jouer ce rôle de protection
de la DMR dérivée de la lignée germinale du locus Igf2/H19 pendant l’ovogenèse, mais des
mutations de ses sites de fixation n’ont aucun effet sur l’établissement de l’empreinte maternelle
de cette séquence (Schoenherr et al., 2003 ; Szabó et al., 2004b) 3. En revanche, les testicules
de souriceaux mâles nouveaux-nés (contenant les gonocytes, où l’empreinte paternelle se met
en place) expriment une protéine qui pourrait aussi se fixer spécifiquement sur la même DMR
du locus Igf2/H19 (Bowman et al., 2003) ; cette protéine pourrait être un ou des récepteur(s) à
hormones nucléaire(s) (RXRα ou ERβ), dont des sites de fixation ont également été identifiés
dans la DMR, et qui semble(nt) s’y fixer spécifiquement dans la lignée germinale mâle ; dans ce
cas, la fixation de ce(s) récepteur(s) favoriserait la méthylation de la DMR (Szabó et al., 2004a).

Une séquence peut également être différentiellement méthylée sous le contrôle d’une autre
DMR du même locus : l’état de méthylation de cette autre DMR va déterminer la méthylation,
ou non, de la DMR contrôlée. Cette méthylation secondaire pourrait se dérouler pendant la
gamétogenèse, ou après la fécondation (voir Reik et Walter, 2001, pour une revue). Bien sûr,
cette possibilité ne fait que repousser le problème de la spécificité parentale de la méthylation,
puisqu’il faut encore expliquer la méthylation différentielle de la DMR de contrôle (qui, quant
à elle, peut mettre en jeu l’un des mécanismes discutés dans le paragraphe ci-dessus). De telles
séquences, qui peuvent contrôler l’épigénotype différentiel de très grandes régions (de l’ordre de
1 Mpb) sont appelées « centres d’empreinte » (ou : IC, pour : imprinting centers, en anglais).
On a identifié, pour l’heure, des IC dans cinq des 18 loci murins soumis à l’empreinte génomique
parentale (pour des revues, voir Spahn et Barlow, 2003 ; Ferguson-Smith et al., 2004) ; lorsque
de telles séquences sont délétées, le patron de méthylation et d’expression de leur locus entier
est perturbé. Le mécanisme de la méthylation différentielle d’une DMR (alors appelée « DMR
secondaire ») sous le contrôle de la méthylation d’une autre DMR, n’est pas encore connu. Il
pourrait impliquer le recrutement d’une méthyl-transférase par l’un des deux allèles de la DMR
de contrôle, en fonction de son état de méthylation ; il pourrait aussi passer par l’intermédiaire
d’un ARN non-codant, dont la transcription dépend de la méthylation du promoteur, et qui
pourrait provoquer la méthylation de séquences adjacentes, sur l’allèle à partir duquel il est
transcrit (l’interaction entre les deux DMR du locus Igf2r/Air pourrait s’expliquer de la sorte :
voir page 32 pour la description des données disponibles sur le mécanisme de l’empreinte de ce
locus ; voir la section 1.5, page 91, pour l’implication des ARN non-codants dans les modifications
épigénétiques).

Enfin, il reste aussi à expliquer la spécificité de site de cette méthylation de novo, qui prend
place pendant les gamétogenèses : pourquoi seules les DMR sont-elles méthylées, et pas tous
les dinucléotides CpG du génome (voir par exemple les données de Monk et al., 1987) ? Une
première possibilité implique des facteurs en trans, qui pourraient cibler la méthyl-transférase
spécifiquement sur les DMR (et ces facteurs pourraient être spécifiques de l’ovogenèse, ou de la

3Un autre groupe a également étudié le rôle de CTCF vis à vis de l’empreinte maternelle de ce locus, en
réprimant CTCF par RNAi (Fedoriw et al., 2004). Leurs travaux montrent que l’expression de siRNA dirigés
contre l’ARNm CTCF pendant l’ovogenèse provoque, de façon assez hétérogène, la méthylation de la séquence de
la DMR dans les ovocytes (cet effet est attribué au défaut de CTCF qui, dans des conditions normales, protégerait
la DMR contre la méthylation, dans les ovocytes). Ces résultats paraissent difficilement réconciliables avec ceux
de Schoenherr et al., 2003 et Szabó et al., 2004b, et peuvent être dus à un effet non spécifique des siRNA, ou à
un effet indirect de CTCF (par « indirect », lire : indépendant de sa capacité à se fixer sur les sites identifiés dans
la DMR de H19 ) (Szabó et al., 2004b).
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spermatogénèse, ce qui expliquerait aussi la spécificité parentale de la méthylation : cf para-
graphe ci-dessus). Une deuxième possibilité ferait intervenir des séquences en cis, du voisinage
de la DMR (Perk et al., 2002 ; Yoon et al., 2002 ; Herman et al., 2003) ; notamment, de nom-
breuses DMR jouxtent des séquences répétées, qui pourraient attirer des méthyl-transférases.
Une troisième possibilité repose sur l’intervention de la machinerie du RNAi, qui pourrait, comme
dans d’autres espèces, nucléer l’hétérochromatinisation à partir de sites qui exprimeraient des
ARN maturés en petits ARN d’une vingtaine de nucléotides (voir Delaval et Feil, 2004, pour
une revue) (voir aussi section 1.4.5, page 80, et discussion page 154).

c) Maintien de l’empreinte.

Après l’implantation de l’embryon, puis tout au long de la vie de l’organisme, les méthylations
des DMR sont vraisemblablement maintenues, comme toutes les autres méthylations de l’ADN,
par une méthyl-transférase de maintien, qui méthyle les chromatides hémiméthylées après la
réplication. En revanche, les DMR ont ceci de particulier qu’elles restent différentiellement
méthylées malgré la vague de déméthylation globale, puis la vague de méthylation de novo,
qui se produisent respectivement après la fécondation, et après l’implantation (Monk et al.,
1987).

La résistance des DMR à ces phénomènes globaux n’est pas encore comprise. Notamment,
la méthyl-transférase de maintien semble exclue du noyau jusqu’au stade « 8 cellules » dans les
embryons de Souris (Carlson et al., 1992) ; on ne sait pas encore pourquoi les DMR échappent,
alors, à une déméthylation passive (Reik et Walter, 2001).

d) Lecture de l’empreinte.

On appelle « lecture de l’empreinte » le phénomène qui interpète les différences de méthylation
entre allèles, et les traduit en différences d’expression des allèles. On a identifié quatre principaux
mécanismes de lecture de l’empreinte :

– la répression transcriptionnelle, par méthylation d’un promoteur
– l’activation transcriptionnelle, par méthylation d’éléments répresseurs
– l’insulation par des éléments-frontières sensibles à la méthylation
– la répression par un ARN non-codant.

Les trois premiers points impliquent des méthylations différentielles sur des séquences régulatrices.
Ces séquences peuvent être méthylées différentiellement dans les lignées germinales mâle et fe-
melle (voir b) Mise en place de l’empreinte, ci-dessus) et sont alors appelées «DMR dérivées de la
lignée germinale » (Stoger et al., 1993 ; Warnecke et al., 1998 ; Takada et al., 2002). Elles peuvent
également être méthylées différentiellement après la fécondation (et sont appelées : « DMR se-
condaires »), sous le contrôle d’un IC (Brandeis et al., 1993 ; Ferguson-Smith et al., 1993 ; Feil
et al., 1994 ; Bielinska et al., 2000).

La répression transcriptionnelle par méthylation du promoteur (qui met à profit la richesse en
dinucléotides CpG de nombreux gènes soumis à l’empreinte génomique parentale) s’accompagne
d’autres modifications épigénétiques (Bartolomei et al., 1993 ; Ferguson-Smith et al., 1993 ; Feil
et al., 1997). La répression transcriptionnelle est en effet souvent associée à la méthylation des
cytosines du promoteur (voir Jost et Bruhat, 1997 pour une revue) et, dans plusieurs cas, la
méthylation de l’ADN semble être une cause de la répression (voir par exemple Cameron et al.,
1999 ; Di Croce et al., 2002 ; Fahrner et al., 2002) : des complexes répresseurs de la transcription
(contenant en particulier des déacétylases d’histones) peuvent être recrutés par les séquences
d’ADN méthylées (voir par exemple Nan et al., 1998 ; Ng et al., 1999 ; Wade et al., 1999 ; Fuks
et al., 2003b), ou plus directement, par la méthyl-transférase à ADN elle-même (voir par exemple
Fuks et al., 2000 ; Robertson et al., 2000 ; Fuks et al., 2003a).
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L’activation transcriptionnelle par méthylation d’éléments répresseurs associe quant à elle
la méthylation d’un allèle et son activité. Un tel répresseur contrôle l’empreinte génomique
parentale de Igf2 (Constância et al., 2000 ; Ainscough et al., 2000 ; Drewell et al., 2000).

L’insulation par un élément-frontière sensible à la méthylation est responsable de l’empreinte
génomique parentale4 du gène Igf2 : déméthylée (sur le chromosome maternel), cette séquence
est reconnue par la protéine CTCF, et la fixation de cette protéine isole le promoteur de Igf2
d’éléments activateurs situés en aval : Igf2 est alors réprimé. Sur le chromosome paternel, l’in-
sulateur méthylé ne fixe pas CTCF, ce qui permet l’activation du promoteur de Igf2 par les
éléments activateurs (Bell et Felsenfeld, 2000 ; Hark et al., 2000 ; Kanduri et al., 2000 ; Szabó
et al., 2000). D’autres gènes pourraient connâıtre le même contrôle, par des insulateurs sensibles
à la méthylation (Hikichi et al., 2003 ; Kim et al., 2003).

Enfin, la régulation de plusieurs gènes soumis à l’empreinte génomique parentale pourrait
faire intervenir un ARN non-codant, éventuellement transcrit en orientation antisens. Plusieurs
loci soumis à l’empreinte contiennent en effet des gènes non-codants ; cette particularité est
parfois présentée comme une spécificité (Reik et Walter, 2001 ; Sleutels et Barlow, 2002), mais le
nombre de gènes non-codants soumis à l’empreinte ne reflète peut-être que la grande attention
qui est portée sur ces loci, puisque le reste des génomes semble également très riches en séquences
transcrites non-codantes, notamment dans l’orientation antisens d’autres séquences transcrites
(Numata et al., 2003 ; Yelin et al., 2003 ; Cawley et al., 2004). Plusieurs gènes d’ARN non-
codants et des gènes en cis sont soumis à une empreinte réciproque : ils sont rassemblés dans le
tableau 1.1, page 31. Dans quelques cas bien étudiés (voir ci-dessous, « Régulation de l’empreinte
génomique parentale sur quelques loci »), des mutations qui aboutissent à la répression de gènes
non-codants s’accompagnent aussi de l’expression biallélique de gènes à expression réciproque
du même locus. Plusieurs hypothèses ont donc été proposées, selon lesquelles des ARN non-
codants pourraient réprimer en cis d’autres gènes du locus, restreignant ainsi leur expression à
l’autre allèle ; les ARN non-codants seraient donc responsables de l’empreinte de ces gènes. Les
mécanismes proposés sont variés :

– la compétition transcriptionnelle : le promoteur du gène non-codant et celui des gènes à
expression réciproque sont en compétition pour des facteurs de transcription diffusibles ;
le promoteur du gène non-codant, sur son allèle actif, titrerait ces facteurs, réduisant les
gènes du voisinage au silence sur cet allèle (Bartolomei et al., 1993 ; Barlow, 1997 ; Wutz
et al., 1997 ; Wroe et al., 2000) ;

– la répression post-transcriptionnelle en cis : dans les couples de gènes à empreinte récipro-
que, et transcrits en orientation antisens, l’hybridation de l’ARN non-codant sur son ARN
complémentaire transcrit à partir du même chromosome pourrait provoquer la dégradation
de cet ARN complémentaire, localement ; l’ARN du gène antisens du gène non-codant
serait donc transcrit à partir des deux allèles, mais l’ARN d’un seul allèle s’accumulerait
(Sleutels et al., 2002) ;

– la répression transcriptionnelle par l’ARN non-codant : l’ARN non-codant, sous une forme
non diffusible, pourrait réprimer la transcription de gènes voisins (par exemple, en associa-
tion avec des protéines de remodelage de la chromatine, en provoquant l’hétérochromatini-
sation de séquences-cibles ; un ARN non-codant, Xist, possède cette propriété : voir page 91)
(Sleutels et al., 2003).

L’implication des ARN non-codants dans le mécanisme de l’empreinte génomique parentale
n’est toutefois pas une généralité ; ainsi, la substitution du gène H19 par un gène quelconque n’a

4Ce phénomène prend place dans les tissus dérivés de l’endoderme, alors que le phénomène exposé
précédemment (activation par la méthylation de répresseurs) prend place dans des tissus dérivés du mésoderme.
Ainsi, selon les tissus, l’empreinte du gène Igf2 n’est pas due aux mêmes mécanismes.
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Gène non-codant Expr. Gènes à empreinte récip. Expr. Sens/antisens Autres
Air pat. Igf2r,Slc22a2,Slc22a3 mat. Air et Igf2r non

Kcnq1ot1/Lit1 pat. Tssc3,Slc22a1l, mat. Kcnq1ot1/Lit1 et non
Cdkn1c/p57KIP2, Kcnq1/KV Lqt1

Kcnq1/KV Lqt1,Tssc4,
Ascl2/Mash2

Ube3a-as pat. Ube3a,Atp10c mat. Ube3a-as et Ube3a oui
H19 a mat. Ins2,Igf2 pat. ∅ non
Gtl2 b mat. Dlk1/Pref-1,Dio3 c pat. ∅ oui
A19 pat. ∅ oui

Nespas pat. Gnas,Nesp mat. Nespas et Nesp oui
Copg2as pat. Copg2 mat. Copg2as et Copg2 oui
Zim3 mat. Peg3/Pw1,Ocat/Usp29, pat. Zim3 et Ocat/Usp29 oui

Zfp264
Xist d pat. Tsix mat. Xist et Tsix non

Tab. 1.1 – Gènes d’ARN non-codants et gènes à empreinte réciproque chez la
Souris. Ce tableau récapitule tous les couples de gènes à empreinte réciproque dont un des gènes
est non-codant. Colonnes « Gène non-codant » et « Expr. » : nom du gène non-codant, et allèle
exprimé ; « Gènes à empreinte récip. » et « Expr. » : gènes du même locus à empreinte réciproque
avec le gène non-codant, et allèle exprimé ; « Sens/antisens » : couples d’ARN chevauchants en
orientation antisens (∅ désigne les loci sans couple d’ARN sens/antisens à empreinte réciproque
identifié) ; « Autres » : présence dans le locus d’autres gènes soumis à l’empreinte, de même
empreinte que le gène non-codant (pour le détail, voir tableau 1.2, page 42). a : Un autre ARN
non-codant est exprimé à partir de ce locus, l’ARN Igf2as, exprimé à partir de l’allèle paternel
uniquement ; c’est un ARN antisens à Igf2 (Moore et al., 1997). b : D’autres gènes non-codants ont
été découverts dans ce locus pendant ma thèse : voir Résultats, pages 102 et 130. c : Un autre gène
à expression paternelle a été découvert dans ce locus pendant ma thèse : voir Résultats, page 118.
d : les ARN Xist et Tsix sont tous les deux non-codants, j’ai choisi arbitrairement de citer Xist
dans la colonne « Gène non-codant » et Tsix dans la colonne « Gènes à empreinte récip. » ; ces
deux gènes sont soumis à l’empreinte génomique parentale dans les embryons femelles de Souris
avant l’implantation , et dans les tissus extraembryonnaires des embryons femelles de Souris
(voir page 91).

aucune incidence sur l’empreinte du gène voisin Igf2 : l’ARN H19 ne semble donc pas participer
au contrôle de Igf2 (Jones et al., 1998).

Outre ces quatre principaux mécanismes de lecture de l’empreinte, un cinquième mécanisme
pourrait être à l’œuvre dans le locus Igf2/H19. Un processus post-transcriptionnel spécifique
de l’allèle paternel semble en effet contribuer à l’empreinte génomique parentale de H19 dans
le foie embryonnaire de Souris : dans ce système, la transcription de l’allèle paternel de H19
n’est pas complètement réprimée, puisque l’ARN de cet allèle est détecté dans le noyau ; en
revanche, il est presque indétectable dans un échantillon d’ARN total, ce qui indique que la
fraction cytoplasmique est très appauvrie en ARN H19 de l’allèle paternel (Jouvenot et al.,
1999). Les auteurs ont proposé que l’épigénotype de l’allèle paternel pouvait, d’une certaine
manière, se transmettre à l’ARN transcrit à partir de cet allèle (par exemple, la chromatine
de l’allèle paternel pourrait recruter des protéines qui s’associeraient spécifiquement à l’ARN
transcrit sur place, et ces protéines pourraient déstabiliser l’ARN H19).
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Régulation de l’empreinte génomique parentale sur quelques loci

Cette partie résume les connaissances actuelles des mécanismes moléculaires qui contrôlent
l’expression des gènes des cinq loci soumis à l’empreinte génomique parentale les mieux ca-
ractérisés.

a) Le locus Igf2r/Air.

Une carte de ce locus est présentée en figure 1.2.

Fig. 1.2 – Le locus Igf2r/Air. Les gènes à expression maternelle sont représentés en rose,
le gène à expression paternelle est représenté en bleu, et les gènes à expression biallélique, en
blanc. L’intersection entre le gène à expression paternelle et un gène à expression maternelle
est quadrillée en bleu et rose. Les flèches indiquent les sens de transcription. Les carrés noir
et blanc représentent la DMR dérivée de la lignée germinale (noir : hyperméthylé ; blanc :
hypométhylé) ; les disques noir et blanc représentent la DMR secondaire (noir : hyperméthylé ;
blanc : hypométhylé). Les disque et carré dessinés au-dessus de la ligne horizontale représentent
l’état de méthylation sur l’allèle maternel, et les disque et carré dessinés en-dessous de la ligne
horizontale représentent l’état de méthylation sur l’allèle paternel. Les promoteurs des gènes
Mas et Plg sont éloignés d’environ 580 kb chez la Souris (le schéma n’est pas à l’échelle).

Ce locus contient trois gènes exprimés uniquement à partir de l’allèle maternel : Igf2r code le
récepteur à IGF2 (insulin-like growth factor 2 ) et à mannose-6-phosphate ; Slc22a2 et Slc22a3
codent deux transporteurs de cations transmembranaires (le gène Slc22a1, qui n’est pas soumis
à l’empreinte, code un autre transporteur de cations). Le gène non-codant Air (pour : antisense
Igf2r RNA) est exprimé à partir de l’allèle paternel uniquement, chez la Souris. Deux régions
différentiellement méthylées (DMR) ont été identifiées dans le locus. La première est une DMR
dérivée de la lignée germinale : elle est méthylée dans l’ovocyte, et non méthylée dans le sper-
matozöıde (Stoger et al., 1993). Elle est située dans le deuxième intron de Igf2r, et cöıncide
avec le promoteur de Air. La deuxième DMR (qui acquiert son patron de méthylation — elle
est méthylée sur l’allèle paternel — pendant le développement embryonnaire : Stoger et al.,
1993) est le promoteur de Igf2r. Dans une souris mutante pour la méthyl-transférase de main-
tien (le promoteur de Air est alors hypométhylé sur les deux allèles), le gène Igf2r est réprimé
bialléliquement (Li et al., 1993). Réciproquement, des délétions du promoteur de Air sur le
chromosome paternel, qui abolissent l’expression de l’ARN non-codant, dérépriment les allèles
paternels des gènes Igf2r, Slc22a2 et Slc22a3, alors qu’elles n’ont pas d’effet sur l’expression des
gènes du locus si elles sont portées par le chromosome maternel (Wutz et al., 1997 ; Zwart et al.,
2001). La DMR du deuxième intron de Igf2r est donc un centre d’empreinte (voir p. 28).

Il semble donc que l’activité du gène Air, qui corrèlerait avec l’hypométhylation de son
promoteur, serait responsable de la répression des allèles paternels de Igf2r, Slc22a2 et Slc22a3.
Effectivement, si l’on supprime l’expression de l’ARN Air sans affecter la DMR de son promoteur
(en insérant un site de polyadénylation en aval de la DMR ; l’ARN Air est alors tronqué ≈4 kb
en aval du site d’initiation de la transcription, alors que Air sauvage est long de 108 kb), les
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allèles paternels des gènes Igf2r, Slc22a2 et Slc22a3 sont déréprimés (Sleutels et al., 2002). Cette
dérépression s’accompagne de la perte de méthylation de la DMR du promoteur de Igf2.

En outre, lorsque le promoteur de Igf2r est remplacé par un promoteur quelconque, pas
nécessairement riche en dinucléotides CpG, l’empreinte des gènes du locus n’est pas affectée
(Sleutels et al., 2003). Elle ne l’est pas non plus si le promoteur de Igf2r est tout simplement
délété : alors que Igf2r n’est évidemment plus exprimé, les gènes Slc22a2 et Slc22a3 restent à
expression maternelle, et Air reste à expression paternelle (Sleutels et al., 2003). La répression des
gènes à expression maternelle du locus par Air ne nécessite donc pas la transcription simultanée
de deux ARN antisens, Igf2r et Air.

Alors que l’origine de l’empreinte de Air peut s’interpréter simplement, par la méthylation
différentielle de son promoteur, héritée de la lignée germinale, le mécanisme de la répression des
allèles paternels de Igf2r, Slc22a2 et Slc22a3 par l’activité du gène Air reste mystérieuse. L’ARN
Air semble jouer un rôle dans cette répression, comme le suggère l’expérience de sa troncation
par un site de polyadénylation (Sleutels et al., 2002) ; cependant, le site de polyadénylation
a aussi un effet sur la transcription du gène Air : la transcription s’interrompt peu après la
polymérisation du signal de polyadénylation (Zhao et al., 1999), donc l’insertion du site de
polyadénylation, outre son effet sur la nature de l’ARN produit, modifie également la fréquence
du passage des polymérases à ARN sur le segment de chromatine situé en aval de l’insertion du
site de polyadénylation (donc notamment, dans le gène Igf2r), qui pourrait avoir une influence
sur la conformation de la chromatine de Igf2r.

Sleutels et ses collaborateurs font remarquer que la répartition des gènes dans le locus peut
influencer le nombre de tissus dans lesquels ils sont soumis à l’empreinte génomique parentale
(Sleutels et al., 2003) : le promoteur de Igf2r est situé à seulement 29 kb du promoteur de
Air, et Igf2r est soumis à l’empreinte à la fois dans l’embryon et chez l’adulte ; le promoteur
de Slc22a2 est situé à 170 kb du promoteur de Air, et son gène est soumis à l’empreinte dans
le placenta et le rein adulte ; le promoteur de Slc22a3 est situé à 215 kb du promoteur de Air,
et son gène n’est soumis à l’empreinte qu’en début de gestation. Si l’ARN Air est responsable
de la répression monoallélique des gènes voisins, son action s’estompe donc peut-être avec la
distance ; cependant, deux gènes proches du promoteur de Air ne sont pas soumis à l’empreinte
génomique parentale (Mas et Slc22a1, voir fig. 1.2).

Il faut noter toutefois que l’empreinte de Igf2r ne corrèle pas systématiquement avec l’expres-
sion de l’ARN Air, puisque dans le cerveau de Souris (qui exprime l’ARN Air), Igf2r est exprimé
à partir des deux allèles, et dans certains tissus chez l’Homme, Igf2r est soumis à l’empreinte en
l’absence de l’ARN Air (Vu et al., 2004).

b) Le locus Kcnq1.

Une carte de ce locus est présentée en figure 1.3.
Ce locus constitue, avec le locus Igf2/H19 (présenté ci-dessous), le domaine du syndrome

de Beckwith-Wiedemann (abrégé : BWS, en anglais), qui doit son nom à un syndrome humain
causé par des dérégulations de l’expression de gènes du domaine.

Le gène non-codant Kcnq1ot1 (aussi appelé : Lit1 ) est transcrit à partir d’un promoteur
situé dans le gène Kcnq1 (qui est aussi appelé KV Lqt1 ), dans un ilôt CpG qui se trouve être
différentiellement méthylé (il est hyperméthylé sur l’allèle maternel, et hypométhylé sur l’allèle
paternel). Cette DMR est dérivée de la lignée germinale. Lorsqu’elle est délétée sur le chro-
mosome maternel, l’empreinte des gènes du locus n’est pas affectée ; en revanche, si elle est
délétée sur le chromosome paternel, l’expression de Kcnq1ot1/Lit1 est abolie, et les allèles pa-
ternels des gènes Tssc3 (également appelé : Ipl et Phlda2 ), Slc22a1l, Cdkn1c (également ap-
pelé : p57KIP2), Kcnq1, Tssc4 et Ascl2 (également appelé : Mash2 ) sont déréprimés (Horike
et al., 2000 ; Fitzpatrick et al., 2002). Des translocations humaines, à l’origine du syndrome
de Beckwith-Wiedemann, provoquent l’hypométhylation de l’allèle maternel de la DMR si elles
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Fig. 1.3 – Le locus Kcnq1. Les gènes à expression maternelle sont représentés en rose, les
gènes à expression biallélique, en blanc, et l’intersection entre le gène à expression paternelle
et un gène à expression maternelle est quadrillée en bleu et rose. Les flèches indiquent les sens
de transcription. Les carrés noir et blanc représentent la DMR dérivée de la lignée germinale
(noir : hyperméthylé ; blanc : hypométhylé). Le carré dessiné au-dessus de la ligne horizontale
représente l’état de méthylation sur l’allèle maternel, et le carré dessiné en-dessous de la ligne
horizontale représente l’état de méthylation sur l’allèle paternel. Les promoteurs de Tssc3 et
Ascl2 sont éloignés d’environ 530 kb chez la Souris (le schéma n’est pas à l’échelle).

sont héritées maternellement, et cette déméthylation s’accompagne d’une dérépression de l’allèle
maternel de Kcnq1ot1/Lit1, et de la répression biallélique des six gènes à expression maternelle
(Lee et al., 1999c) ; cette DMR est donc un centre d’empreinte pour le locus.

La régulation de l’empreinte de ce locus partage donc de nombreux points communs avec
celle du locus Igf2r/Air : un ARN non-codant, à expression paternelle, semble réprimer en cis,
sur le chromosome paternel, plusieurs gènes du voisinage, leur imposant leur statut de gènes à
expression maternelle.

c) Le locus Igf2/H19.

Ce locus, probablement le plus étudié des loci soumis à l’empreinte génomique parentale, est
situé dans le domaine distal 7, à une centaine de kilobases du locus Kcnq1 (voir ci-dessus). Une
carte du locus Igf2/H19 est donnée en figure 1.4.

Ce locus contient un gène à expression maternelle, H19, transcrit en un ARN non-codant,
épissé, d’environ 2,5 kb (Bartolomei et al., 1991), et deux gènes à expression paternelle, Ins2
(gène de la prépro-insuline 2) et Igf2 (pour : insulin-like growth factor 2 ). Une DMR est située
en amont de H19 ; elle est dérivée de la lignée germinale : hyperméthylée sur l’ADN du sper-
matozöıde, elle est hypométhylée dans l’ovocyte (Warnecke et al., 1998). L’allèle non méthylé
de cette DMR peut fixer la protéine CTCF, qui isole alors le gène Igf2 des éléments activateurs
spécifiques des tissus endodermiques, partagés avec H19, qui se situent en aval de H19 5 ; sur
l’allèle paternel, la DMR méthylée n’est pas reconnue par CTCF, ce qui permet l’activation de
Igf2 par les éléments activateurs (Bell et Felsenfeld, 2000 ; Hark et al., 2000 ; Kanduri et al.,
2000 ; Szabó et al., 2000). En plus de ce rôle, la DMR contrôle directement l’activité du promo-
teur de H19 : la méthylation sur l’allèle paternel de la DMR dérivée de la lignée germinale se
propage au promoteur de H19, et inactive la transcription de H19. À partir du moment où la
méthylation a atteint le promoteur de H19, la DMR est dispensable pour la répression de l’allèle
paternel du gène (Srivastava et al., 2000). En revanche, elle reste nécessaire pour la répression
de Igf2 par insulation des éléments activateurs (Srivastava et al., 2000).

Ce double rôle de la DMR conduit à une différence remarquable entre les effets de sa délétion
sur chacun des deux chromosomes parentaux : lorsque la DMR est délétée sur le chromosome

5Plus précisément, des travaux récents montrent que la fixation de CTCF sur l’allèle non méthylé de cette DMR
éloignent physiquement le gène Igf2 des éléments activateurs, et relocalise ce gène dans un domaine chromatinien
inactif (Murrell et al., 2004).
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Fig. 1.4 – Le locus Igf2/H19. Le gène à expression maternelle est représenté en rose, et les gènes
à expression paternelle sont représentés en bleu. Les flèches noires indiquent les sens de trans-
cription. L’ellipse verte représente des éléments activateurs endodermiques, le polygone rouge
représente la protéine CTCF, et les flèches bleues, l’activation de la transcription. Les carrés
noir et blanc représentent la DMR dérivée de la lignée germinale (noir : hyperméthylé ; blanc :
hypométhylé) ; les disques noir et blanc représentent la DMR secondaire (noir : hyperméthylé ;
blanc : hypométhylé). Les disque et carré dessinés au-dessus de la ligne horizontale représentent
l’état de méthylation sur l’allèle maternel, et les disque et carré dessinés en-dessous de la ligne
horizontale représentent l’état de méthylation sur l’allèle paternel. Les promoteurs de Ins2 et
H19 sont éloignés d’environ 100 kb chez la Souris (le schéma n’est pas à l’échelle).

maternel, l’expression de Igf2 devient biallélique (l’allèle maternel de Igf2 a accès aux éléments
activateurs, en l’absence de l’insulateur), et H19 est partiellement réprimé, probablement par la
compétition de Igf2 pour les éléments activateurs (Kaffer et al., 2000 ; Thorvaldsen et al., 1998 ;
Thorvaldsen et al., 2002) ; lorsque la DMR est délétée sur le chromosome paternel, l’expression de
H19 est activée (son promoteur n’est plus méthylé sur l’allèle paternel), et Igf2 est partiellement
réprimé, probablement, là encore, par compétition pour des activateurs communs avec H19
(Drewell et al., 2000 ; Kaffer et al., 2000 ; Thorvaldsen et al., 1998 ; Thorvaldsen et al., 2002).
Cette DMR, qui contrôle l’empreinte des trois gènes du locus, est donc un centre d’empreinte.

Il est à noter que la plupart des auteurs se sont intéressés au contrôle de l’empreinte de Igf2
et de H19, mais qu’ils ont souvent négligé de généraliser leurs résultats à Ins2 (Arney, 2003).

Enfin, d’autres séquences participent à la répression des allèles silencieux de Igf2 (Constância
et al., 2000) et H19 (Drewell et al., 2000) (voir aussi p. 30, pour le mécanisme de l’empreinte de
Igf2 dans les tissus mésodermiques).

d) Le locus PWS/AS.

Des dérégulations des gènes de ce locus sont associées à deux syndromes humains : le syn-
drome de Prader-Willi (abrégé : PWS, en anglais), et le syndrome d’Angelman (abrégé : AS, en
anglais), qui lui ont donné son nom. La figure 1.5 présente l’organisation de ce locus.

Le locus (voir Nicholls et Knepper, 2001 pour revue) contient de nombreux gènes à expression
paternelle : Mkrn3, Magel2 et Ndn, en amont du centre d’empreinte, le bicistron Snurf-Snrpn, de
nombreux gènes d’ARN C/D (voir page 53), et un gène antisens au gène Ube3a, noté : Ube3a-as.
Snurf-Snrpn, les gènes d’ARN C/D et l’antisens de Ube3a semblent cotranscrits (cf p. 53). Snurf-
Snrpn possède plusieurs premiers exons alternatifs, notés U1A, U1B, U1D, et 1 (voir figure 1.5 ;
l’exon 1 constitue l’extrémité 5´ du transcrit Snurf-Snrpn-ARN C/D-Ube3a-as représenté). Le
locus contient aussi deux gènes à expression maternelle : Ube3a et Atp10c (également appelé :
Atp10a).



36 CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Fig. 1.5 – Le locus PWS/AS. Les gènes à expression maternelle sont représentés en rose,
les gènes à expression paternelle sont représentés en bleu, et le gène à expression biallélique, en
blanc. L’intersection entre un gène à expression paternelle et un gène à expression maternelle est
quadrillée en bleu et rose. Les flèches noires indiquent les sens de transcription. Les carrés noir
et blanc représentent la DMR dérivée de la lignée germinale (noir : hyperméthylé ; blanc : hy-
pométhylé) ; les disques noirs et blancs représentent les DMR secondaires (noir : hyperméthylé ;
blanc : hypométhylé). Les disques et carré dessinés au-dessus de la ligne horizontale représentent
l’état de méthylation sur l’allèle maternel, et les disques et carré dessinés en-dessous de la ligne
horizontale représentent l’état de méthylation sur l’allèle paternel. Le centre d’empreinte bipar-
tite est représenté par deux ellipses grisées. La flèche rouge représente le contrôle de l’épigénotype
du PWS-IC par celui de l’AS-IC (voir texte). Les promoteurs de Mkrn3 et Atp10c sont éloignés
d’environ 3130 kb chez la Souris (le schéma n’est pas à l’échelle).

Le centre d’empreinte (IC, pour : imprinting center), identifié entre les exons U1A et 1 de
Snurf-Snrpn, est bipartite : deux séquences de cet IC, appelées PWS-IC et AS-IC, remplissent
des fonctions distinctes. Le PWS-IC (représenté par l’ellipse grisée de droite, sur la figure 1.5) est
une DMR (dérivée de la lignée germinale chez la Souris, mais pas chez l’Homme), hyperméthylée
sur l’allèle maternel et hypométhylée sur l’allèle paternel. Elle cöıncide avec le promoteur prin-
cipal de Snurf-Snrpn, et sa délétion sur le chromosome paternel abolit la transcription de Snrpn
et Ube3a-as, et déréprime l’allèle paternel de Ube3a (Dittrich et al., 1996 ; Buiting et al., 2001 ;
Chamberlain et Brannan, 2001). L’AS-IC (représenté par l’ellipse grisée de gauche, sur la fi-
gure 1.5), est située à 35 kb du PWS-IC. Cette séquence n’est pas différentiellement méthylée,
mais présente des différences entre les deux allèles pour d’autres modifications épigénétiques
(Perk et al., 2002). L’AS-IC du chromosome maternel est nécessaire à l’acquisition, par le PWS-
IC sur ce même chromosome, de son hyperméthylation : si l’AS-IC maternel est délété, le PWS-IC
maternel est hypométhylé, et dirige la transcription des gènes à expression paternelle sur le chro-
mosome maternel (Perk et al., 2002). Dans ce contexte génétique, les deux gènes à expression
maternelle, Ube3a et Atp10c, sont réprimés bialléliquement.

Ainsi, l’AS-IC semble contrôler l’épigénotype du PWS-IC, qui contrôle l’expression des gènes
du locus. Puisque l’expression de Ube3a et celle de Ube3a-as corrèlent inversement, sur les deux
allèles, l’ARN antisens Ube3a-as pourrait être responsable de la répression en cis du gène Ube3a
(Chamberlain et Brannan, 2001).

e) Le locus Dlk1/Gtl2.

Une carte de ce locus est donnée en figure 1.6.
Ce locus contient de nombreux gènes non-codants à expression maternelle : Gtl2 (aussi ap-

pelé : Meg3 ) (Miyoshi et al., 2000), des gènes d’ARN C/D (voir Résultats, page 102) et des
gènes de microARN (voir Résultats, page 130). Il contient aussi trois gènes codants à expres-
sion paternelle : Dlk1 (Schmidt et al., 2000 ; Takada et al., 2000) (également appelé : Pref-1 ,
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Fig. 1.6 – Le locus Dlk1/Gtl2. Les gènes à expression maternelle sont représentés en rose
et les gènes à expression paternelle sont représentés en bleu. L’intersection entre un gène à
expression paternelle et des gènes à expression maternelle est quadrillée en bleu et rose. Les
flèches indiquent les sens de transcription. Les carrés noir et blanc représentent la DMR dérivée
de la lignée germinale (noir : hyperméthylé ; blanc : hypométhylé). Le carré dessiné au-dessus
de la ligne horizontale représente l’état de méthylation sur l’allèle maternel, et le carré dessiné
en-dessous de la ligne horizontale représente l’état de méthylation sur l’allèle paternel. La barre
verte horizontale représente la séquence couverte par un transgène dont le gène Gtl2 est soumis
à l’empreinte (voir texte). Les promoteurs de Dlk1 et Dio3 sont éloignés d’environ 820 kb chez
la Souris (le schéma n’est pas à l’échelle).

FA1, Zog, pG2 et SCP-1 ) code une protéine transmembranaire qui inhibe la différenciation
des préadipocytes en adipocytes, ex vivo (Smas et Sul, 1993) et in vivo (Moon et al., 2002) ;
un rétrotransposon, Rtl1 (également appelé : PEG11 et Shr1 chez le Mouton (Charlier et al.,
2001b ; Lynch et Tristem, 2003), Hur1 chez l’Homme, Rar1 chez le Rat, et Mor1 chez la Souris :
Lynch et Tristem, 2003) (voir Résultats, page 118) ; et Dio3, qui code une enzyme qui inactive
les hormones thyröıdiennes T3 et T4 (Tsai et al., 2002 ; Yevtodiyenko et al., 2002).

Une DMR dérivée de la lignée germinale a été localisée entre les gènes Dlk1 et Gtl2 : elle
est hypométhylée sur l’allèle maternel, et hyperméthylée sur l’allèle paternel. Le laboratoire
d’Anne Ferguson-Smith, en Angleterre, a réalisé une délétion de cette séquence chez la Souris ;
l’analyse de l’expression des gènes du locus chez des embryons de Souris délétés de la DMR sur
l’un ou l’autre de leurs chromosomes parentaux, est présentée dans les résultats (voir p. 122).
Des souris transgéniques pour la séquence génomique couvrant de 3,5 kb en amont de Dlk1
à 69 kb en aval de Gtl2 (qui contient, donc, la DMR ; la séquence couverte par ce transgène
est représentée par la barre verte, sur la figure 1.6) soumettent le gène Gtl2 du transgène à
l’empreinte génomique parentale : ce transgène contient donc tous les éléments en cis requis
pour le contrôle de l’empreinte de Gtl2 (Yevtodiyenko et al., 2004).

1.2.4 Considérations évolutives

Les gènes soumis à l’empreinte génomique parentale sont fonctionnellement haplöıdes, donc ce
phénomène rend une espèce plus vulnérable aux mutations, ce qui est a priori un inconvénient. Et
même, à considérer que, pour des raisons inconnues, il serait bénéfique d’être fonctionnellement
haplöıde, il faudrait justifier que la plupart des gènes ne sont pas soumis à l’empreinte génomique
parentale (Wilkins et Haig, 2003). Plusieurs théories ont été proposées pour justifier l’apparition
de ce phénomène.

L’hypothèse de la bombe à retardement ovarienne

Cette hypothèse, proposée en 1994 (Varmuza et Mann, 1994), propose un avantage sélectif
de l’empreinte génomique parentale pour les espèces vivipares : puisque l’empreinte génomique
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parentale rend indispensable une contribution paternelle pour le développement d’un embryon
et un placenta, ce phénomène empêche l’apparition intempestive de ces structures invasives,
en l’absence de fécondation. En particulier, le trophoblaste (à l’origine du placenta, il envahit
l’épithélium utérin, chez la Souris et l’Homme en particulier) est très réduit chez les embryons
parthénogénétiques. Puisque les ovocytes s’activent spontanément, sans fécondation, à une haute
fréquence, ces tumeurs ovariennes sont particulièrement nombreuses (elles affectent au moins
une fois quelques pour-cent des femmes, et jusqu’à plus de 80 % des souris femelles de certaines
lignées, au cours de leur vie), et l’empreinte génomique parentale, qui limite leur développement,
serait responsable de leur bénignité. Elle représenterait donc un avantage sélectif certain.

Quant aux gènes exprimés à partir de l’allèle maternel uniquement, dont l’empreinte ne
protège en rien les femelles contre le développement de parthénogénotes, ils seraient des « vic-
times innocentes » du processus d’empreinte génomique parentale, et n’auraient pas contribué à
son succès évolutif.

Cet argument ad hoc n’a pas convaincu tous les lecteurs (Solter, 1994 ; Haig, 1994 ; Moore,
1994). Il est signalé de surcrôıt qu’un seul locus à expression uniquement paternelle suffirait à
protéger les femelles du développement des parthénogénotes, alors que de nombreux loci soumis
à l’empreinte ont été identifiés ; que le raisonnement de Varmuza et Mann n’est pas généralisable
aux Angiospermes ni à certains Mammifères, qui ne sont pas menacés par un organe prompt
à envahir l’organisme maternel, comme le trophoblaste murin ou humain, mais qui connaissent
malgré tout le phénomène d’empreinte génomique parentale ; enfin, tous les auteurs ne s’ac-
cordent pas sur l’incidence réelle du risque des tumeurs ovariennes (Solter, 1994 ; Haig, 1994 ;
Moore, 1994 ; Wilkins et Haig, 2003 ; Mann et Varmuza, 1994).

La facilitation de l’évolution

L’empreinte génomique parentale, en réprimant un allèle indépendamment de sa séquence,
puis en le réactivant dans les générations suivantes au gré de son mode de transmission, maternel
ou paternel, soustrait les allèles des gènes concernés à la sélection naturelle. Un allèle peu adapté
aux conditions environnementales a donc la possibilité de se propager dans une population
jusqu’à ce que les conditions lui soient plus favorables, ou jusqu’à ce qu’il ait lui-même muté
jusqu’à devenir avantageux dans les mêmes conditions. L’empreinte génomique parentale permet
donc le maintien dans une population d’une plus grande variété d’allèles, ce qui peut présenter
un avantage évolutif (Beaudet et Jiang, 2002). D’autre part, puisque les auteurs considèrent
que les mécanismes moléculaires impliqués dans l’empreinte génomique parentale (modifications
épigénétiques, régulations par des ARN non-codants, compétition pour des éléments communs en
cis) permettent une plus grande variabilité du taux d’expression des gènes soumis à l’empreinte,
le phénomène permettrait un ajustement fin de l’expression de ces gènes, et une répartition des
phénotypes sur un continuum, ce qui faciliterait l’émergence du génotype le plus adapté.

Cette théorie ne rend pas compte de la répartition de l’empreinte génomique parentale dans le
reigne vivant (ses avantages s’appliqueraient à tous, or seuls les Mammifères et les Angiospermes
connaissent l’empreinte), et elle explique mal pourquoi le phénomène n’affecte que certains gènes
en particulier (Wilkins et Haig, 2003).

Victimes innocentes de l’extinction de parasites génomiques

La comparaison de transgènes qui, chez la Souris, sont spontanément soumis à l’empreinte
génomique parentale, avec des gènes endogènes qui subissent le phénomène, a amené D. Barlow à
proposer que l’empreinte génomique parentale dérive du système de défense contre les parasites
génomiques (endovirus et transposons) par méthylation de l’ADN de leurs gènes (Barlow, 1993).
Effectivement, les gènes soumis à l’empreinte partagent de nombreuses caractéristiques avec
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les parasites génomiques : ils sont pauvres en introns, contiennent des séquences répétées en
tandem, et plusieurs gènes soumis à l’empreinte sont visiblement issus de rétrotransposition ;
réciproquement, les rétrotransposons sont souvent réprimés différemment dans les deux lignées
germinales (Yoder et al., 1997).

L’empreinte génomique parentale serait donc une conséquence fortuite de l’extinction de
séquences parasites, et ne présenterait donc pas nécessairement d’avantage évolutif per se. Les
gènes soumis à l’empreinte seraient donc des victimes innocentes de la répression des endovirus
et transposons insérés à proximité : l’apparition d’une séquence parasite, et son extinction (in-
efficace, elle n’affecterait qu’un allèle), aboutiraient à la répression d’un allèle du locus entier.
Les mécanismes de l’empreinte génomique parentale et ceux de l’extinction des rétrotransposons
sont similaires (Yoder et al., 1997), et partagent des effecteurs communs (Bourc’his et Bestor,
2004 ; Lippman et al., 2004). La délétion de séquences répétées d’un locus soumis à l’empreinte
génomique parentale a même abouti à la levée de l’empreinte du locus (Yoon et al., 2002) ; ce
résultat n’est toutefois pas généralisable à tous les loci (Lewis et al., 2003).

Modulation de l’expression des gènes

Le développement des Mammifères semble très sensible au dosage des copies des gènes,
puisque chez la Souris, toutes les monosomies et toutes les trisomies s’accompagnent de défauts
développementaux aboutissant à la létalité. L’activation ou l’inactivation d’un des deux allèles
à une étape particulière du développement permettrait donc de moduler l’expression de certains
gènes (Solter, 1988).

Cette hypothèse s’accorde mal avec plusieurs observations : elle n’explique pas pourquoi
l’empreinte génomique parentale serait restreinte aux Mammifères et aux Angiospermes, pour-
quoi l’empreinte de certains gènes est polymorphe6, ni pourquoi les gènes à expression paternelle
favorisent souvent la croissance, alors que les gènes à expression maternelle tendent à l’inhiber.
Enfin, des simulations montrent que, selon cette hypothèse, l’empreinte génomique parentale ne
devrait pas se maintenir stablement dans une population (Weisstein et Spencer, 2003).

La théorie du conflit

Cette théorie est la plus populaire, bien qu’elle soit elle aussi mise en difficulté sur certains
points (cf plus bas). Elle a été proposée en 1991, et justifie l’empreinte génomique parentale par
un conflit entre les intérêts des allèles hérités de la mère, et du père (Moore et Haig, 1991) :
les allèles du père ont de meilleures chances de se transmettre si l’enfant se porte bien, quitte
à ce que ce soit au détriment de la mère et de ses gestations futures ; les allèles de la mère
auront de meilleures chances de se transmettre si la mère est épargnée par sa gestation (ce qui
lui permettra d’autres gestations ultérieures). Et en effet, il est fréquemment observé que les
gènes à expression paternelle favorisent la croissance, alors que les gènes à expression maternelle
la répriment (cf tableau 1.2, page 42).

Cette théorie a ensuite été généralisée : les allèles d’un individu ne profitent pas uniquement
de sa santé, mais aussi de celle de sa famille, puisque l’individu partage (en moyenne) 50 % de
ses allèles avec ses frères et sœurs, 25 % avec ses demi-frères et demi-sœurs, etc. Le conflit entre
l’allèle maternel et l’allèle paternel peut donc éclater pour le partage des ressources trophiques
avec tous ceux qui ne possèdent pas les allèles maternels et paternels dans les mêmes proportions
que l’individu en question (Wilkins et Haig, 2003).

Elle explique pourquoi l’empreinte est limitée aux Mammifères et Angiospermes : dans ces
deux phyla, l’embryon se développe dans une structure coûteuse pour la mère (l’embryon, et
éventuellement le placenta, pour les Mammifères ; l’embryon dans la graine, elle-même contenue

6Comme par exemple IGF2R (Xu et al., 1993) et WT1 (Jinno et al., 1994) dans la population humaine.
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dans un fruit, pour les Angiospermes)7. L’allocation des ressources entre les différents descen-
dants, qui n’ont pas forcément le même père, est donc un enjeu important de la guerre que se
livrent les allèles. L’empreinte serait donc apparue deux fois au cours de l’évolution, chez des
Animaux, et chez des Plantes, alors que leur dernier ancêtre commun en était certainement
dépourvu ; ce serait un exemple de convergence fonctionnelle (Haig et Westoby, 1991).

Cependant, tous les gènes soumis à l’empreinte génomique parentale n’ont pas un rôle évident
dans la croissance (cf tableau 1.2, page 42), et, étant donné que plusieurs protocoles couramment
utilisés pour détecter les gènes soumis à l’empreinte ne peuvent, par construction, révéler que des
gènes exprimés pendant le développement embryonnaire (voir page 21, les protocoles de détection
de gènes soumis à l’empreinte), il est prévisible que la liste dont nous disposons soit biaisée en
faveur des gènes impliqués dans le développement. D’autre part, des gènes restent soumis à
l’empreinte après le sevrage, alors que l’individu n’y est plus en compétition spécifiquement avec
ses frères et sœurs (et demi-frères et demi-sœurs maternels) (Wilkins et Haig, 2003), et des gènes
dont l’effet est évident sur la croissance, Igf1 chez la Souris (Liu et al., 1993) et IGF2R chez
l’Homme (du moins, dans la majorité de la population) (Kalscheuer et al., 1993 ; Xu et al.,
1993), ne sont pas soumis à l’empreinte.

Avantage sélectif de la distinction des chromosomes parentaux

Chez de nombreuses espèces animales, végétales et chez des Champignons, et pas unique-
ment chez les Mammifères et les Angiospermes, les deux chromosomes parentaux peuvent se
comporter différemment : outre les différences d’expression entre allèles parentaux, chez les
Mammifères et les Angiospermes, les deux chromosomes homologues peuvent se répartir, à la
méiose, en fonction de leur origine parentale ; ils peuvent adopter des structures chromatiniennes
distinctes, qui inflenceront différemment l’expression de transgènes, ou subir des événements de
destruction sélective de l’un des deux chromosomes parentaux (Pardo-Manuel de Villena et al.,
2000 ; de la Casa-Esperón et Sapienza, 2003). L’empreinte génomique parentale, observée chez
les Mammifères et les Angiospermes, pourrait ainsi n’être qu’un aspect d’un phénomène beau-
coup plus général, de différence épigénétique entre les chromosomes homologues. Ces différences
épigénétiques présenteraient un avantage sélectif : par exemple, elles pourraient faciliter la re-
connaissance des chromosomes homologues, à la méiose ; les différences d’expression des allèles
parentaux auraient pu, en plus, conférer des avantages spécifiques aux mâles ou aux femelles
dans les espèces où se manifeste l’empreinte génomique parentale (comme le postule la théorie
du conflit, voir ci-dessus), mais ces différences d’expression ne constitueraient pas le seul avantage
sélectif de la différence épigénétique des deux chromosomes parentaux.

L’une des qualités de cette hypothèse est qu’elle réconcilie des observations très variées,
provenant d’espèces très éloignées, dans un unique cadre théorique ; elle justifie de surcrôıt les
différences épigénétiques entre allèles, chez les Mammifères, dans des tissus où le gène concerné
n’est pas exprimé. Cependant, l’avantage sélectif que conférerait, chez les espèces à reproduction
sexuée, la distinction des deux chromosomes homologues de chaque paire n’est pas évident, et
pour le moment, aucune donnée expérimentale ne soutient l’hypothèse selon laquelle des modi-
fications épigénétiques différentielles favoriseraient la reconnaissance mutuelle des chromosomes
homologues à la méiose.

7Cependant, chez les Gymnospermes, l’embryon se développe aussi aux dépens de sa mère (certes hors d’un
fruit), donc la théorie du conflit devrait prédire une empreinte génomique parentale chez les Gymnospermes, or
elle n’a jamais été rapportée ; toutefois, à ma connaissance, elle n’a jamais été recherchée non plus.
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Fig. 1.7 – Obtention de souris à disomies uniparentales. Des souris doubles hétérozygotes
pour deux translocations robertsoniennes impliquant la paire n°12 sont croisées ; parmi les des-
cendants possibles, les 5/6 seront aneuplöıdes, donc non viables [†] ; 1/9 auront un caryotype
anormal (en raison de la translocation) mais équilibré, et seront viables (« équil. ») ; et 1/18
auront un caryotype équilibré, mais dont les deux chromosomes n°12 proviendront du même
parent (« matUPD12 » héritent de deux chromosomes 12 maternels, et « patUPD12 », de deux
chromosomes 12 paternels).
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Locus Gène Allèle exprimé Fonction
prox. 2 Gatm maternel synthèse de la créatine

(Sandell et al., 2003) (Wyss et Kaddurah-Daouk,
2000) (sous le nom du
gène humain, AGAT)

distal 2 Nnat paternel développement du système
(Kagitani et al., 1997) nerveux, protection contre le
(Kikyo et al., 1997) stress chimique

(Kagitani et al., 1997)
distal 2 Gnas maternel réprime la croissance

(Yu et al., 1998) (Weinstein et al., 2004)
(Yu et al., 2000)

Gnasxl paternel active la croissance
(Peters et al., 1999) (Yu et al., 2000)

Nesp maternel chromogranine antagoniste
(Peters et al., 1999) d’un récepteur à la séroto-

nine (Ischia et al., 1997)
Nespas paternel répresseur de Nesp

(Wroe et al., 2000) (Wroe et al., 2000)
prox. 6 Calcr maternel récepteur transmembranaire

(Hoshiya et al., 2003) (Pondel, 2000)
Sgce paternel adhérence cellulaire

(Piras et al., 2000) (McNally et al., 1998)
Peg10 paternel

(Ono et al., 2003)
Neurabin maternel formation des neurites

(Ono et al., 2003) (Nakanishi et al., 1997)
Pon2 maternel

(Ono et al., 2003)
Pon3 maternel

(Ono et al., 2003)
Asb4 maternel

(Mizuno et al., 2002)
sub-prox. Peg1/Mest paternel croissance embryonnaire,

6 (Kaneko-Ishino et al., 1995) comportement
(Lefebvre et al., 1998)

Copg2 maternel
(Lee et al., 2000)

Copg2as paternel
(Lee et al., 2000)

Mit1/Lb90 paternel
(Lee et al., 2000)

Nap1l5 paternel
(Smith et al., 2003)

prox. 7 Zim1 maternel facteur de transcription
(Kim et al., 1999) (Kim et al., 1999)

Peg3/Pw1 paternel active la croissance,
(Kaneko-Ishino et al., 1995) comportement

(Li et al., 1999)
Ocat/Usp29 paternel protéase de la voie
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Locus Gène Allèle exprimé Fonction
prox. 7 (Szeto et al., 2000) ubiquitine

(Kim et al., 2000) (Kim et al., 2000)
Zim3 maternel ARN non-codant (gène de

(Kim et al., 2001) protéine à doigts de zinc
dégénéré), antisens à

Ocat/Usp29
(Kim et al., 2001)

Zfp264 paternel ARN non-codant (gène de
(Kim et al., 2001) protéine à doigts de zinc

dégénéré) (Kim et al., 2001)
central 7 Snurf-Snrpn paternel bicistron (protéine inconnue,

(Leff et al., 1992) et protéine du spliceosome)
(Gray et al., 1999)

Pwcr1,Ipw paternel (Wevrick et Francke, 1997) gène-hôte d’ARN C/D
ARN C/D (de los Santos et al., 2000) répétés (Cavaillé et al., 2000)

(Cavaillé et al., 2000)
(Meguro et al., 2001b)

Magel2 paternel
(Boccaccio et al., 1999)

Ndn paternel développement du
(MacDonald et Wevrick, 1997) système nerveux

(Uetsuki et al., 1996)
Zfp127/Mkrn3 paternel interaction avec des ARN

(Jong et al., 1999) Jong et al., 1999
(Hershko et al., 1999)

Frat3 paternel développement embryonnaire
(Chai et al., 2001) (Jonkers et al., 1999)

Atp10c maternel composition de la
(Kashiwagi et al., 2003), mais membrane plasmique

discuté (Kayashima et al., 2003) (Meguro et al., 2001a)
Ube3a maternel ubiquitine-protéine ligase

(Albrecht et al., 1997) (Huibregtse et al., 1993)
Ube3a-as paternel

(Chamberlain et Brannan, 2001)
distal 7 H19 maternel croissance cellulaire

(Bartolomei et al., 1991) (Ayesh et al., 2002)
Igf2 paternel croissance embryonnaire

(DeChiara et al., 1991) (Jones et Clemmons, 1995)
Igf2as paternel

(Moore et al., 1997)
Ins2 paternel croissance, métabolisme

(Giddings et al., 1994) (Wentworth et al., 1986)
Ascl2/Mash2 maternel développement du placenta

(Guillemot et al., 1995) (Guillemot et al., 1994)
Kvlqt1 maternel sous-unité d’un canal à K+,

(Gould et Pfeifer, 1998) contrôle du rythme cardiaque
(Jiang et al., 1998) (Wang et al., 1996)

Kvlqt1-AS/ paternel antisens à Kvlqt1
Lit1/Kcnlot1 (Smilinich et al., 1999) (Smilinich et al., 1999)
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Locus Gène Allèle exprimé Fonction
distal 7 régulation du

p57KIP2/ maternel cycle cellulaire
Cdkn1c (Hatada et Mukai, 1995) (Lee et al., 1995)
Msuit/ maternel

Lit1/Kcnlot1 (Onyango et al., 2000)
Slc22a1l/Itm/ maternel transporteur membranaire
Impt1/Orctl2 (Cooper et al., 1998) (Dao et al., 1998)

(Dao et al., 1998)
(Morisaki et al., 1998)

Ipl/Tssc3 maternel transduction du signal
(Qian et al., 1997) (Qian et al., 1997)

Tssc4 maternel
(Paulsen et al., 2000)

Opbh1 maternel interaction avec l’oxystérol
(Engemann et al., 2000) (Engemann et al., 2000)

distal 9 A19 paternel
(de la Puente et al., 2002)

Rasgrf1 paternel contrôle du cycle cellulaire
(Plass et al., 1996) (Shou et al., 1992)

prox. 10 Zac1/Lot1 paternel anti-prolifération
(Piras et al., 2000) (Varrault et al., 1998)

distal 10 Dcn maternel protéine de la matrice
(Mizuno et al., 2002) extracellulaire

(Scholzen et al., 1994)
prox. 11 Meg1/Grb10 maternel inhibiteur du récepteur

(Miyoshi et al., 1998) à l’insuline
(Liu et Roth, 1995)

U2af1-rs1 paternel associée au snRNA U2
(Hatada et al., 1993) (Hatada et al., 1993)

Murr1 maternel homéostasie du cuivre
(Wang et al., 2004b) (van De Sluis et al., 2002)

distal 12 Dlk1/Pref-1 paternel répresseur de la
(Takada et al., 2000) différenciation des adipocytes

(Moon et al., 2002)
Rtl1/PEG11 paternel

(Seitz et al., 2003)
Gtl2/Meg3 maternel

(Miyoshi et al., 2000)
Rian,ARN C/D maternel gène-hôte d’ARN C/D

(Cavaillé et al., 2002)
Mirg, maternel répression de Rtl1

microARN (Seitz et al., 2003)
(Seitz et al., 2004)

Dio3 paternel inactivation des hormones
(Tsai et al., 2002) thyröıdiennes T3 et T4

(Yevtodiyenko et al., 2002) (Hernandez et al., 1999)
distal 14 Htr2a maternel récepteur à la sérotonine

(Kato et al., 1998) (Guillet-Deniau et al., 1997)
distal 15 Slc38a4/Ata3 paternel transport des acides aminés
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Locus Gène Allèle exprimé Fonction
(Mizuno et al., 2002) (Sugawara et al., 2000)

Peg13 paternel
(Smith et al., 2003)

prox. 17 Slc22a2/Orct2 maternel transporteur transmembranaire
(Zwart et al., 2001) (Koepsell, 1998)

prox. 17 Slc22a3/Orct3/ maternel transporteur transmembranaire
EMT (Zwart et al., 2001) (Koepsell, 1998)
Igf2r maternel inhibition de la croissance

(Barlow et al., 1991) (Hawkes et Kar, 2004)
Air paternel empreinte du locus Igf2r/Air

(Wutz et al., 1997) (Sleutels et al., 2002)
prox. 18 Impact paternel

(Hagiwara et al., 1997)
prox. 19 Ins1 paternel facteur de croissance

(Giddings et al., 1994) (Wentworth et al., 1986)
chr. X quasi-totalité maternel

du chromosome (voir p. 91)
Tab. 1.2: Gènes murins soumis à l’empreinte
génomique parentale. La première colonne donne la po-
sition du locus ; la deuxième colonne donne le nom des gènes
(avec éventuellement les noms alternatifs, séparés par « / ») ;
la troisième colonne donne l’allèle préférentiellement exprimé,
dans au moins un tissu de la Souris (et renvoie aux articles qui
ont démontré cette empreinte) ; la quatrième colonne donne
les fonctions connues de ces gènes (les fonctions supposées,
mais non démontrées, sont indiquées en italique).
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1.3 Les ARN C/D

Les ARN C/D doivent leur nom aux motifs de séquence appelés « bôıte C » et « bôıte D »
(voir 1.3.1, ci-dessous). Jusqu’en 2000, les seuls ARN C/D connus étaient des ARN nucléolaires
d’Eucaryotes, appelés « petits ARN nucléolaires à bôıtes C et D », ou : snoRNA C/D (pour :
C/D box small nucleolar RNAs, en anglais) (voir page 50). Mais la découverte de petits ARN aux
propriétés très similaires chez les Archæ (Gaspin et al., 2000 ; Omer et al., 2000), dépourvues de
noyau donc de nucléole, puis la mise en évidence, chez des Eucaryotes, d’ARN C/D accumulés
dans une autre structure subnucléaire, les corpuscules de Cajal (Darzacq et al., 2002), ont élargi
la famille des ARN C/D.

1.3.1 Structure des ARN C/D et composition des RNP C/D

Les ARN C/D sont des ARN stables (Nicoloso et al., 1994 ; Nicoloso et al., 1996 ; Qu et al.,
1994 ; Qu et al., 1995), et relativement abondants (Hüttenhofer et al., 2001). La structure des
ARN C/D guides de méthylation de Vertébrés (qui constituent la majorité des ARN C/D,
voir 1.3.3, page 49) est présentée en figure 1.8, page 47 (deux ARN C/D de Vertébrés, U3 et U8,
sont plus longs que les ARN C/D guides de méthylation, et présentent des extensions en 5´ de
la structure présentée en figure 1.8). Ces petits ARN (leur longueur est généralement comprise
entre 70 et 100 nt) portent la « bôıte C » (consensus : RUGAUGA) à proximité de leur extrémité
5´, et la « bôıte D » (consensus : CUGA) à proximité de leur extrémité 3´. Dans la plupart des
ARN C/D, la courte séquence en 5´ du nucléotide immédiatement en amont de la bôıte C, et
la courte séquence en 3´ de la bôıte D, sont complémentaires (voir Bachellerie et al., 2000, pour
revue). La structure en tige (issue de l’appariement de ces deux séquences terminales), associée
aux bôıtes C et D, est connue sous le nom de « motif C/D » (voir figure 1.8). Dans ce motif,
les deux brins d’ARN adoptent une conformation particulière (Watkins et al., 2000), appelée
« kink-turn ». Le kink-turn est un motif structural impliqué dans plusieurs types d’interactions
ARN / protéine (Vidovic et al., 2000 ; Klein et al., 2001). Enfin, les ARN C/D possèdent des
copies dégénérées des bôıtes C et D, appelées respectivement C´ (Kiss-László et al., 1998) et D´
(Pellizzoni et al., 1994 ; Tycowski et al., 1996a), plus internes dans la séquence de l’ARN (voir
figure 1.8 ; la bôıte D´ est systématiquement en 5´ de la bôıte C´).

L’appariement des séquences 5´ et 3´ terminales de l’ARN C/D, rapproche les bôıtes C et
D, en permettant la formation du motif C/D. Il semble que les bôıtes C´ et D´ adoptent une
structure similaire, puisque dans la plupart des ARN C/D dont les bôıtes C´ et D´ sont fonction-
nelles, celles-ci sont très souvent proches dans la séquence primaire (elles ne sont séparées que
par 3 à 9 nucléotides) ; dans les quelques exemples où elles sont plus éloignées, des appariements
intramoléculaires dans la séquence séparant les bôıtes C´ et D´ semblent pouvoir les rapprocher
(Kiss-László et al., 1998).

Le motif C/D interagit avec des protéines spécifiques ; chez les Eucaryotes, quatre protéines
forment, avec l’ARN C/D, une ribonucléoparticule (ou : RNP) active. La protéine NhpX (éga-
lement appelée 15.5 kDa, et Snu13p chez la Levure) interagit directement avec le kink-turn du
motif C/D (Vidovic et al., 2000 ; Watkins et al., 2000). Les protéines Nop56 et Nop58, et la
fibrillarine (appelée « Nop1p » chez la Levure) complètent la particule, et leur fixation requiert
la présence de NhpX (Watkins et al., 2002). Nop56, Nop58 et la fibrillarine interagissent elles
aussi avec l’ARN : Nop58 préférentiellement avec la bôıte C, Nop56 préférentiellement avec la
bôıte C´, et la fibrillarine, avec les bôıtes D et D´ (Cahill et al., 2002).

La fibrillarine présente des motifs de séquence partagés par un grand nombre de méthyl-
transférases (Niewmierzycka et Clarke, 1999), et la structure tridimensionnelle de l’extrémité
C-terminale d’une fibrillarine d’Archæ s’apparente à celle du domaine catalytique des méthyl-
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Fig. 1.8 – Structure des ARN C/D guides de méthylation. Figure adaptée de Kiss,
2002. Le motif C/D est dessiné en rouge. Le repliement du motif C/D en kink-turn implique
des appariements, de type Watson-Crick et non-Watson-Crick, entre les nucléotides des bôıtes
(pointillés rouges). Les bôıtes (C, D, C´ et D´) sont encadrées. La plupart des ARN C/D
possèdent un ou deux élément(s) antisens (voir texte, p. 49), situé(s) immédiatement en amont
des bôıtes D ou D´, ou un nucléotide en amont, capable(s) de s’apparier aux précurseurs d’ARN
ribosomiques ou de petits ARN nucléaires, dessinés en vert. Le nucléotide apparié au 5ème
nucléotide en amont de la bôıte D (ou D´) est méthylé sur son oxygène 2´ (lettre « m » dans un
disque).

transférases (Wang et al., 2000). La fibrillarine est donc probablement une méthyl-transférase,
ce qui expliquerait l’activité de méthylation de la plupart des RNP C/D (voir 1.3.3, p. 49).

Enfin, deux protéines semblent capables de s’associer aux ARN C/D, mais sont absentes de
la particule mature. Ces protéines, Tip48 et Tip49 (également appelées, entre autres noms, p50
et p55, respectivement), sont connues pour interagir avec la machinerie transcriptionnelle, et
pourraient donc être impliquées dans les étapes très précoces de la maturation des ARN C/D,
sur leur site de transcription (Newman et al., 2000).

1.3.2 Biosynthèse des ARN C/D

L’organisation génomique des gènes d’ARN C/D est très variable, et dépend des groupes
phylétiques.

– Chez les Vertébrés, la plupart des ARN C/D connus sont issus de la maturation d’in-
trons8 (voir Bachellerie et al., 2000, pour revue) : après débranchement du lasso, les ARN
C/D sont libérés par des clivages endo- puis exonucléolytiques. Les gènes-hôtes des ARN
C/D introniques sont très souvent impliqués dans la traduction (gènes de protéines riboso-
miques, de facteurs d’initiation et d’élongation de la traduction) (Bachellerie et al., 2000 ;
Nicoloso et al., 1996), mais ils peuvent aussi être sans lien manifeste avec la traduction
(gène de l’ATP synthase β), ou même, ne pas avoir de phase ouverte de lecture (Tycowski
et al., 1996a ; Smith et Steitz, 1998). Ainsi, les exons du gène UHG (qui héberge les ARN

8Les gènes de certains ARN C/D de Vertébrés ne sont pas introniques, mais transcrits indépendamment. Ces
quelques ARN C/D transcrits indépendamment (c’est le cas des ARN U3, U8 et U13) ont la particularité de ne
pas guider de méthylation sur des ARN-cibles, comme la plupart des ARN C/D connus (cf 1.3.3). L’extrémité
5´ des ARN C/D transcrits indépendamment porte une coiffe (une guanosine triméthylée sur la base, et reliée au
nucléotide suivant par une liaison triphosphate 5´-5´), alors que les ARN C/D maturés à partir d’introns portent
un nucléotide phosphorylé en 5´ à leur extrémité 5´.
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C/D U22 et U25 à 31), et du gène gas5 (qui héberge les ARN C/D U44, U47 et U74 à 81)
sont nettement moins conservés phylogénétiquement que les introns, et leurs ARN épissés
ont une courte durée de vie : les exons de ces gènes ne semblent avoir aucune fonctionnalité
(Tycowski et al., 1996a ; Smith et Steitz, 1998). De nombreux gènes-hôtes d’ARN C/D chez
les Vertébrés appartiennent à la classe des 5´TOP-genes (gènes à expression ubiquitaire,
riches en pyrimidine autour du site de démarrage de la transcription, et à 5´UTR courte ;
les ARN de ces gènes ont la particularité de se dissocier des ribosomes lorsque la croissance
cellulaire est arrêtée, et de s’accumuler dans des particules de taille plus modeste) (Smith
et Steitz, 1998), ce qui pourrait coordonner les synthèses des ARN C/D.

– Chez un Insecte, Drosophila melanogaster, le clonage de petits ARN (Yuan et al., 2003) et la
recherche bio-informatique de gènes d’ARN C/D dans le génome (Accardo et al., 2004) ont
récemment enrichi la collection d’ARN C/D connus chez cet organisme. Alors qu’il semblait
que la presque totalité des gènes d’ARN C/D de la Drosophile étaient introniques (Renalier
et al., 1996 ; Tycowski et Steitz, 2001 ; Yuan et al., 2003) (en particulier, comme chez les
Vertébrés, tous les ARN C/D guides de méthylation de l’ARNpré-ribosomique étaient
introniques), l’analyse bio-informatique a mis en évidence de nombreux gènes d’ARN C/D
susceptibles de guider des 2´-O-méthylations de l’ARNpré-ribosomique (noté : ARNpré-r)
dans des exons, et dans des régions présumées intergéniques (Accardo et al., 2004).

– Chez la Levure, seule une minorité des ARN C/D est intronique : la plupart des ARN
C/D sont transcrits par l’ARN-polymérase II à partir de gènes indépendants (Maxwell et
Fournier, 1995) ; certains gènes d’ARN C/D sont polycistroniques, et la maturation du
transcrit fait intervenir des clivages endonucléolytiques entre les ARN C/D (dans le cas
des ARN C/D à gènes polycitroniques), et une dégradation exonucléolytique des séquences
flanquantes aux ARN C/D (Qu et al., 1999 ; Fatica et al., 2000 ; Lee et al., 2003a). On
connâıt aussi quelques exemples d’ARN C/D de Levure issus de la maturation d’introns
de gènes codants impliqués dans la traduction (par exemple, des gènes de protéines ribo-
somiques) (Qu et al., 1995 ; Lowe et Eddy, 1999).

– Chez les Plantes, la plupart des ARN C/D connus sont polycistroniques. Ces polycistrons
peuvent être transcrits indépendamment, ou bien être hébergés dans des introns (Brown
et al., 2003, pour une revue).

– Chez les Archæ : une recherche bioinformatique a permis d’identifier des homologues des
ARN C/D dans trois génomes entièrement séquencés (Gaspin et al., 2000) ; il n’existe
pour l’heure aucune donnée sur le mode de biosynthèse de ces petits ARN, mais il est
intéressant de noter que les loci de plusieurs de ces ARN recouvrent des phases ouvertes
de lecture, suggérant une relation entre les modes d’expression des gènes de ces petits ARN
et des autres gènes. En outre, l’un des ARN C/D est hébergé dans un intron de son propre
substrat, un pré-ARNt du tryptophane (Clouet d’Orval et al., 2001).

La voie principale de maturation des ARN C/D introniques nécessite un débranchement du
lasso, mais, chez la Levure (Ooi et al., 1998) et les Vertébrés (Caffarelli et al., 1994) au moins,
un mécanisme alternatif faisant intervenir des clivages endonucléolytiques (chez les Vertébrés,
ces clivages prennent place sur l’ARNpré-m ; cette voie de maturation des ARN C/D est donc
alternative à l’épissage) puis une dégradation exonucléolytique des séquences flanquantes, peut
libérer l’ARN C/D mature.

Les bôıtes C et D sont nécessaires à la maturation des ARN C/D introniques, probablement
en fixant des protéines qui protègent l’ARN C/D de la dégradation exonucléolytique (Caffarelli
et al., 1996) ; ces deux séquences sont d’ailleurs impliquées également dans la stabilité des ARN
C/D matures, qu’ils soient d’origine intronique (Caffarelli et al., 1996) ou non-intronique (Huang
et al., 1992).
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1.3.3 Fonctions des ARN C/D

ARN C/D et clivage des ARN pré-ribosomiques

Les ARN C/D U3 et U22 (ainsi que U8 chez les Vertébrés et U14 chez la Levure) participent
à la maturation des ARN pré-ribosomiques : U3 et U22 (et U14 chez la Levure) sont requis pour
des réactions de clivage nécessaires à la libération de l’ARN ribosomique de 18S mature (Kass
et al., 1990 ; Hughes et Ares, 1991 ; Tycowski et al., 1994 ; Li et al., 1990), alors que U8 est
requis pour des clivages de la voie de maturation des ARN ribosomiques de 5,8S et de 28S chez
les Vertébrés (Peculis et Steitz, 1993).

Le mode d’action de ces ARN n’est pas encore bien compris, mais dans le cas de U3, U8 et
U14, il semble faire intervenir des appariements entre des segments de ces ARN C/D, et l’ARN
pré-ribosomique (ARNpré-r). Plus précisément, plusieurs expériences de mutagenèse dirigée sur
l’ARN C/D U3, suivies de mutagenèse compensatoire sur l’ARNpré-r, ont montré que U3 s’appa-
rie à l’ARN pré-ribosomique (Beltrame et Tollervey, 1995 ; Sharma et Tollervey, 1999 ; Borovjagin
et Gerbi, 2004) ; le même type d’approche a montré que U14 s’y appariait également (Liang et
Fournier, 1995) ; des expériences de compétition (par des oligonucléotides complémentaires de
l’ARN C/D U8) indiquent que la fonction de l’ARN U8 des Vertébrés nécessite l’appariement
de son extrémité 5´ avec l’ARNpré-r (Peculis, 1997)9.

Ces segments de complémentarité à l’ARNpré-r ne sont pas situés immédiatement en amont,
ou 1 nt en amont, de la bôıte D (ou D´), à la différence des « éléments antisens » présentés
ci-dessous.

ARN C/D et le guidage de la réaction de 2´-O-méthylation

De nombreux ARN C/D présentent une longue complémentarité (de 10 à 21 nt de long)
à l’ARNpré-r ou à un précurseur de petit ARN nucléaire, située immédiatement en amont de
leur bôıte D, ou D´ (ou 1 nt en amont). Cette séquence est appelée « élément antisens » (voir
figure 1.8, page 47) (voir Bachellerie et al., 2002, pour une revue).

La comparaison des éléments antisens des différents ARN C/D a permis d’établir une pro-
priété remarquable : les séquences d’ARNr reconnues par ces éléments10 portent toujours une
fonction 2´-O-méthyl, et systématiquement, l’un des nucléotides 2´-O-méthylés s’apparie avec
le 5ème nucléotide en amont de la bôıte D, ou D´, dans l’élément antisens de l’ARN C/D
(cf figure 1.8) (Kiss-László et al., 1996 ; Nicoloso et al., 1996).

Il a donc été suggéré (Kiss-László et al., 1996 ; Nicoloso et al., 1996) que la reconnaissance
des régions à méthyler sur un ARNpré-r par ces ARN C/D guidait la machinerie de méthylation
vers ces sites ; l’appariement entre l’ARN C/D et l’ARNpré-r (étant donnée la cinétique de la
2´-O-méthylation, ce précurseur est le transcrit primaire) serait donc responsable de la spécificité
de la réaction de méthylation.

De fait, il a bien été montré que la reconnaissance de l’ARNpré-r par les ARN C/D était
nécessaire et suffisante au guidage de la réaction de méthylation :

– la déplétion d’un ARN C/D abolit la 2´-O-méthylation du nucléotide de l’ARNr apparié
au 5ème nucléotide en amont de la bôıte D ou D´ (Kiss-László et al., 1996 ; Lowe et Eddy,
1999 ; Qu et al., 1999 ; Tycowski et al., 1996b) ; les autres 2´-O-méthylations ne sont alors
pas affectées11 (Kiss-László et al., 1996 ; Lowe et Eddy, 1999) ;

9Chez la Levure, dépourvue d’ARN U8, cette fonction serait assurée, en cis, par l’ARNpré-r lui-même (Côté
et al., 2002).

10À l’époque, le rôle des ARN C/D dans la maturation des snRNA n’était pas connu.
11 À l’exception des méthylations de C648, G1448, A2279 et G2919 (numérotation chez la Levure) de l’ARN de la

grande sous-unité ribosomique : ces quatre nucléotides 2´-O-méthylés sont tous immédiatement en 3´d’un autre
nucléotide 2´-O-méthylé (ce sont les seuls dans ce cas), et, alors qu’on ne leur a trouvé aucun ARN C/D guide de
méthylation par une recherche bio-informatique (Lowe et Eddy, 1999), leur méthylation est abolie si l’on déplète
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– la délétion d’un nucléotide en amont de la bôıte D, qui ne perturbe pas l’appariement entre
le guide et sa cible, mais qui décale la bôıte D par rapport à l’élément antisens, déplace,
comme prévu, le site méthylé sur l’ARNr d’un nucléotide en direction du 3´ (Cavaillé
et al., 1996 ; Kiss-László et al., 1996) ;

– la transfection de cellules de Mammifère par un guide de méthylation artificiel, dirigé
contre une séquence d’ARNr dépourvue de 2´-O-méthylation, provoque une méthylation
massive à la position prédite ; et la cotransfection d’un minigène dépourvu de séquence
d’ARNr, placé sous le contrôle d’un promoteur de l’ARN-polymérase I, avec un guide de
méthylation artificiel dirigé contre ce minigène, provoque la méthylation d’environ 90 %
des ARN dérivés du minigène (Cavaillé et al., 1996).

On connâıt actuellement des ARN C/D guides de méthylation, potentiels ou avérés, pour 51
des 55 sites 2´-O-méthylés des ARNr de Saccharomyces cerevisiae (Lowe et Eddy, 1999) et 93
des 105 sites 2´-O-méthylés des ARNr de Mammifères (Hüttenhofer et al., 2001).

Ces ARN C/D, qui s’accumulent tous dans le nucléole, sont appelés « snoRNA C/D » (pour :
C/D box small nucleolar RNAs). Il a été démontré que quelques snoRNA C/D, qui ne présentent
pas de complémentarité à l’ARNr, mais au petit ARN nucléaire (snRNA, pour : small nuclear
RNA) U6, remplissent le même rôle de guide de méthylation, sur U6 (Kiss-László et al., 1998 ;
Tycowski et al., 1998 ; Ganot et al., 1999).

Une autre classe d’ARN C/D s’accumule dans les corpuscules de Cajal ; ils ont été nommés
« scaRNA », pour small Cajal body-specific RNAs (Darzacq et al., 2002). Ce sont également des
guides de méthylation : leurs éléments antisens sont complémentaires de séquences des snRNA
U1, U4 et U5 (Jády et Kiss, 2001 ; Darzacq et al., 2002), et la réaction de 2´-O-méthylation de
leurs ARN-cibles a lieu dans les corpuscules de Cajal, par un mécanisme qui semble identique à
celui de la réaction de 2´-O-méthylation nucléolaire des ARN ribosomiques (Jády et al., 2003).
Alors qu’il avait été montré que le motif C/D suffisait à l’adressage nucléolaire des snoRNA C/D
(Samarsky et al., 1998 ; Narayanan et al., 1999b), les scaRNA C/D, pourtant munis d’un motif
C/D, s’accumulent dans les corpuscules de Cajal. Cette localisation particulière pourrait être
due à un motif de séquence spécifique des scaRNA C/D, à l’image de celui qui a été identifié dans
une autre classe de scaRNA, les scaRNA H/ACA12, dont l’effet sur la localisation est épistatique
à celui du motif H/ACA (Richard et al., 2003).

Ainsi, les ARN C/D peuvent guider des 2´-O-méthylations d’ARN transcrits par les ARN-
polymérases II et III, en addition des ARN ribosomiques, transcrits par l’ARN-polymérase I.

Les ARN C/D sont donc responsables du guidage de la réaction de 2´-O-méthylation ; en
revanche, ils ne semblent pas porter l’activité catalytique de transfert de méthyl. La protéine
fibrillarine, associée à tous les ARN C/D (y compris ceux qui ne guident pas de méthylation,
mais qui participent à des clivages de l’ARNpré-r), est très certainement responsable de cette
activité catalytique, étant donnée sa similarité avec des méthyl-transférases (voir page 46).

La formule développée d’un nucléotide 2´-O-méthylé est donnée en figure 1.9, page 52. Il
est tentant d’imaginer que cette modification de nucléotide joue un rôle dans le fonctionnement

le guide de la méthylation du nucléotide immédiatement en 5´.
12Les scaRNA H/ACA contiennent les motifs de séquence appelés « H » (consensus : ANANNA) et « ACA »

(consensus : ACA). De même que pour les ARN C/D, la majorité des ARN H/ACA connus sont nucléolaires (voir
Kiss, 2002, pour une revue), où ils guident une autre modification post-transcriptionnelle des ARNpré-r, la pseudo-
uridylation ; les bôıtes H et ACA sont suffisantes à la localisation nucléolaire des snoRNA H/ACA (Narayanan
et al., 1999a). Les scaRNA H/ACA (qui guident des pseudo-uridylations sur les snRNA U2 et U5 : Darzacq et al.,
2002 ; Kiss et al., 2002) possèdent un motif UGAG, souvent dégénéré sur l’une des deux premières positions, et
localisé sur des boucles apicales de tiges des ARN H/ACA ; ce motif, appelé « CAB-box » (pour : Cajal body box )
est nécessaire à la localisation des scaRNA H/ACA dans les corpuscules de Cajal, plutôt que dans le nucléole
(Richard et al., 2003).
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ou le repliement des ARNr ; curieusement cependant, aucune 2´-O-méthylation testée n’était
nécessaire à la fonctionnalité du ribosome, et même la suppression simultanée de sept 2´-O-
méthylations n’affecte pas la viabilité de Saccharomyces cerevisiae (Kiss-László et al., 1996 ;
Qu et al., 1999 ; Lowe et Eddy, 1999) (dans chacune de ces études, des mutations d’ARN
C/D bien précis ont permis d’abolir spécifiquement certaines 2´-O-méthylations). En revanche,
une mutation ponctuelle de la fibrillarine de Levure, Nop1p, qui affecte le site putatif de liai-
son à la S-adénosyl méthionine (le donneur de groupement méthyl pour toutes les méthyl-
transférases connues), et annule l’activité de 2´-O-méthylation des ARN ribosomiques, est létale
à température non permissive (cette mutation est appelée nop1.3 ) (Tollervey et al., 1993). La
létalité ne semble pas due à un défaut de maturation des ARNr, puisque l’accumulation des
ARNr correctement maturés (mais non 2´-O-méthylés) n’est pas affectée ; il semble donc que
la 2´-O-méthylation des ARN ribosomiques, dans sa globalité, soit nécessaire à la survie de la
Levure. Alternativement, la létalité du mutant nop1.3 à température non permissive pourrait
être due au défaut de 2´-O-méthylation de quelques nucléotides bien spécifiques, dont la modifi-
cation serait guidée par des ARN C/D qui n’ont pas été délétés dans les trois études présentées
ci-dessus.

D’autre part, une analyse plus fine de la souche de Levure délétée pour sept guides de
méthylation (Qu et al., 1999) met en évidence une augmentation significative du taux de trans-
lecture des codons stop (Henras, 2002). Dans cette étude, un système rapporteur permet la
quantification des événements de translecture (i.e. : poursuite de la traduction en aval d’un
codon stop) de codons stop placés dans un contexte de séquence qui augmente la fréquence
de translecture (Stahl et al., 1995). Il apparâıt que l’abolition des 2´-O-méthylations guidées
par ces sept guides double et triple la fréquence de translecture des codons stop UAG et UAA
(respectivement), sans affecter notablement la translecture du codon stop UGA. Cet effet pour-
rait être dû à un défaut subtil de structuration du ribosome, ou à l’altération de la séquence
d’événements qui suit l’entrée d’un codon stop dans le site A du ribosome, en l’absence de ces
sept 2´-O-méthylations (Henras, 2002).

Outre les ARN ribosomiques, d’autres classes d’ARN portent également des 2´-O-méthyla-
tions, mais leur fonction n’est jamais clairement établie : les ARNt (elles participeraient à la
structuration des ARNt) (Agris, 1996), différents petits ARN nucléaires (elles influenceraient
l’appariement des snRNA aux ARNpré-m, et le repliement des snRNA ; un spliceosome contenant
le snRNA U2 transcrit in vitro, donc dépourvu de modifications post-transcriptionnelles — dont
les 2´-O-méthylations — est inactif) (Massenet et al., 1998), et les ARNm, dont la coiffe, qui
protège l’extrémité 5´ de l’ARN, peut être 2´-O-méthylée sur les deux premiers nucléotides
en aval de la guanosine méthylée sur la base (elles participeraient à la protection de l’ARNm)
(Banerjee, 1980 ; Narayan et Rottman, 1992).

Au niveau moléculaire, la 2´-O-méthylation favorise la conformation 3´-endo du nucléotide
modifié, qui éloigne le groupement méthyl de l’oxygène 2´ de la base (voir figure 1.9, page 52).
Comme la conformation 3´-endo stabilise l’interaction d’empilement des bases (appelée stacking
en anglais), elle rigidifie les structures en hélice ; cette propriété expliquerait la grande abondance
en nucléotides 2´-O-méthylés des organismes thermophiles : la stabilisation des structures de ces
ARN présenterait un avantage aux hautes températures (Davis, 1998).

Des chaperones ribonucléiques ?

Les snoRNA C/D, guides de méthylation ou impliqués dans des réactions de clivage, s’ap-
parient très précocément à l’ARNpré-r, alors que sa transcription n’est pas encore terminée
(Mougey et al., 1993 ; Maden, 1998). De plus, ces appariements sont relativement longs (les
appariements des guides de méthylation, par exemple, sont longs de 10 à 21 nt). Étant donné le
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Fig. 1.9 – La 2´-O-méthylation. A : Formule développée d’un nucléotide 2´-O-méthylé (le
groupement méthyl de l’oxygène 2´ est représenté en rouge). B : Conformation 2´-endo (sur
l’exemple d’une adénosine phosphorylée en 5´) ; la liaison C3´-C2´ est au premier plan, et
l’oxygène 2´ est signalé. C : Conformation 3´-endo (sur l’exemple d’une adénosine phosphorylée
en 5´) ; la liaison C3´-C2´ est au premier plan, et l’oxygène 2´ est signalé. Les structures des
figures B et C sont tirées du fichier UH0005 de la Nucleic Acid Database (NDB).

grand nombre de guides de méthylation (une centaine chez les Vertébrés, une cinquantaine chez
la Levure) et de snoRNA H/ACA (voir note de bas de page, p. 50) (en nombre équivalent), les
séquences de l’ARNpré-r de Vertébrés impliquées dans ces appariements représentent environ
un tiers de la séquence totale des ARNr matures (Yu et al., 1999). L’hybridation de cette nuée
de petits ARN sur l’ARNpré-r n’est certainement pas sans conséquence sur le repliement des
futurs ARN ribosomiques : en rigidifiant leurs séquences-cibles, ils peuvent faciliter ou empêcher
des interactions entre séquences de l’ARNpré-r ; en s’appariant à une séquence donnée, ils in-
terdisent son repliement sur une autre région de l’ARNpré-r. Finalement, la structuration du
transcrit naissant sera contrainte par toutes ces hybridations, et l’ARNpré-r adoptera une struc-
ture spatiale qu’il n’aurait pas forcément prise en l’absence des snoRNA. Ensuite, lorsque les
snoRNA se détacheront de leur ARN-cible, celui-ci aura adopté une structure suffisamment
stable (éventuellement stabilisée par des interactions avec des protéines ribosomiques, associées
entretemps) pour ne plus avoir la possibilité de se transconformer : la structure spatiale des
ARNr sera tombée dans un piège cinétique.

Cet effet probable de l’appariement des snoRNA est peut-être leur fonction principale : en
contraignant la conformation des ARNr, ils joueraient un rôle de chaperones (Steitz et Tycowski,
1995 ; Bachellerie et Cavaillé, 1998). Cette idée est renforcée par l’observation que les snoRNA
à deux éléments antisens reconnaissent souvent des séquences spatialement proches, dans la
structure de l’ARNr mature (ils pourraient les avoir rapprochées en s’appariant simultanément à
chacune d’elles) (Bachellerie et al., 2002). Et dans le cadre de cette hypothèse, la méthylation (ou
la pseudo-uridylation, dans le cas des appariements avec les snoRNA H/ACA) d’un nucléotide de
l’ARNpré-r n’est peut-être qu’un signal qui permet le décrochage du snoRNA, une fois sa fonction
accomplie, et elle n’aurait pas de rôle particulier en tant que telle (Bachellerie et Cavaillé, 1998).
Il faut noter toutefois que dans le cas des 2´-O-méthylations guidées sur les snRNA, ceux-ci ont
déjà été transcrits, exportés dans le cytoplasme, et se sont associés à des protéines, avant de
rentrer dans le noyau et y être méthylés et pseudo-uridylés (dans le nucléole, par des snoRNA,
pour le snRNA U6, et dans les corpuscules de Cajal, par des scaRNA, pour les snRNA U1, U2,
U4 et U5) : il est donc probable que ces ARN aient déjà acquis une structure stable, au moment
de leur interaction avec les ARN guides de modifications, et que cet appariement ne perturbera
pas excessivement leur conformation.



1.3. LES ARN C/D 53

1.3.4 ARN C/D orphelins

Ces dernières années, des travaux de clonage de petits ARN ont permis l’identification de
nombreux nouveaux ARN C/D chez différents organismes (Jády et Kiss, 2000 ; Cavaillé et al.,
2001 ; Hüttenhofer et al., 2001 ; Gogolevskaya et al., 2002 ; Marker et al., 2002 ; Tang et al.,
2002 ; Yuan et al., 2003 ; Zhou et al., 2004). Parmi ces nouveaux ARN C/D, une proportion
significative ne présentent pas de complémentarité évidente aux ARN ribosomiques ou aux petits
ARN nucléaires en amont de leurs bôıtes D ou D´ ; ces ARN C/D, sans cible triviale, sont dits
« orphelins ». Leur fonction éventuelle reste donc mystérieuse : ils pourraient participer à la
biogenèse des ARNr ou des snRNA, par un mécanisme qui n’impliquerait pas d’appariement
des séquences en amont des bôıtes D ou D´ (par exemple, en s’appariant par des séquences
quelconques, ils pourraient jouer un rôle de chaperones : voir page 51). Ils pourraient également
guider une réaction de 2´-O-méthylation sur un autre type d’ARN : en particulier, l’un des ARN
C/D clonés à partir du cerveau de Souris présente une complémentarité de 18 nt à un ARNm

(voir page 57) (Cavaillé et al., 2000 ; Hüttenhofer et al., 2001).
Le tableau 1.3 recense les ARN C/D de Mammifères sans cible évidente.

1.3.5 Gènes d’ARN C/D soumis à l’empreinte génomique parentale

L’une des études présentées en 1.3.4 a mis en évidence 5 ARN C/D de Souris spécifiques du
cerveau (Hüttenhofer et al., 2001). L’identification des gènes de trois d’entre eux (MBII-13, MBII-
52 et MBII-8513) a révélé qu’ils étaient physiquement très proches : ces trois gènes sont situés
dans le locus 7C chez la Souris (Cavaillé et al., 2000). Ces ARN ont des orthologues humains
(appelés respectivement HBII-13, HBII-52 et HBII-85), dont les gènes se trouvent dans le locus
humain de synténie conservée, le locus 15q11-13. Les trois ARN C/D humains s’expriment aussi
préférentiellement dans le cerveau, mais HBII-13 et HBII-85 sont aussi clairement détectés dans
un muscle squelettique, dans le poumon et dans le rein.

Outre leur expression spécifique de tissu, inédite jusqu’alors pour des ARN C/D, ils présentent
deux autres particularités (Cavaillé et al., 2000) :

– Les gènes de MBII-52, MBII-85, HBII-52 et HBII-85 sont répétés plusieurs dizaines de
fois. Chaque copie est intronique (comme la plupart des gènes d’ARN C/D de Vertébrés :
voir page 47), mais l’intron qui contient la séquence de l’ARN C/D, et l’exon adjacent,
sont répétés plusieurs dizaines de fois (ainsi, le locus humain 15q11-13 contient 27 copies
du gène HBII-85 (Runte et al., 2001), et 47 copies de HBII-52).

– Ce locus (également appelé « locus PWS/AS » : voir page 35) est connu pour être soumis à
l’empreinte génomique parentale, chez la Souris et chez l’Homme (voir page 35). L’analyse
de l’expression des ARN HBII-13, HBII-52 et HBII-85 chez des sujets humains présentant
une délétion sur l’un des deux chromosomes 15 parentaux a montré que ces trois gènes
sont exprimés uniquement à partir de l’allèle paternel. De la même manière, l’expression de
MBII-13, MBII-52 et MBII-85 chez des souris présentant des défauts similaires démontre
que ces gènes sont également soumis à l’empreinte chez la Souris, et à expression paternelle.

Les exons des gènes-hôtes de MBII-52/HBII-52 et MBII-85/HBII-85 sont non-codants, et
peu conservés entre l’Homme et la Souris. Une étude ultérieure suggère que ces nombreuses
copies de gènes d’ARN C/D sont co-transcrites, sous la forme d’un long précurseur, puisque des
ARN issus du raboutage de chaque exon avec ses voisins peuvent être détectés, pour tous les
exons compris entre le promoteur du transcrit SNURF-SNRPN, et l’ARN antisens de UBE3A,

13Leurs noms sont hérités de la méthode qui a permis leur découverte : ils ont été clonés à partir d’une fraction
de petite taille (appelée « fraction II ») d’ARN de cerveau de Souris. Les clones obtenus à partir de cette fraction
ont donc été nommés : MBII-N , pour : mouse brain, fraction II, clone n°N .
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Nom Identifié chez Référence Remarques
U83 Homme Jády et Kiss, 2000 non associé à l’ARNpré-r ; guide la

2´-O-méthylation d’un substrat artificiel
U84 Homme Jády et Kiss, 2000 non associé à l’ARNpré-r ; guide la

2´-O-méthylation d’un substrat artificiel
RBII-36 Rat Cavaillé et al., 2001 spécifique du cerveau ; propre au Rat
MBI-46 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-52 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-106 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-4 Souris Hüttenhofer et al., 2001

MBI-115 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-163 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-170 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-244 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-289 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-295 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-343 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-361 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-366 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-419 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-426 Souris Hüttenhofer et al., 2001
MBI-13 Souris Hüttenhofer et al., 2001 spécifique du cerveau
MBI-48 Souris Hüttenhofer et al., 2001 spécifique du cerveau
MBI-49 Souris Hüttenhofer et al., 2001 spécifique du cerveau
MBI-52 Souris Hüttenhofer et al., 2001 spécifique du cerveau
MBI-78 Souris Hüttenhofer et al., 2001 spécifique du cerveau
MBI-85 Souris Hüttenhofer et al., 2001 spécifique du cerveau

HBII-436 Homme Runte et al., 2001 exprimé principalement dans
le cerveau, un muscle squelettique,

le poumon et le rein
HBII-438 Homme Runte et al., 2001 exprimé principalement dans

le cerveau et le rein

Tab. 1.3 – Les ARN C/D orphelins de Mammifères.
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UBE3A-AS14 (Runte et al., 2001). Cette étude a de plus identifié quatre nouveaux gènes d’ARN
C/D dans le locus : les gènes HBII-436, HBII-437, HBII-438A et HBII-438B (les ARN matures
prédits, exprimés à partir de ces deux derniers gènes, seraient rigoureusement identiques ; l’ARN
HBII-437 serait muté sur la bôıte D, ce qui devrait le déstabiliser ; et effectivement, il n’est pas
détecté). Les ARN C/D HBII-436 et HBII-438 sont exprimés uniquement à partir de l’allèle
paternel.

La figure 1.10 résume l’organisation du locus humain 15q11-13.

14Cependant, aucun des produits détectés n’est un produit d’épissage complet, qui contiendrait l’exon le plus en
5´ et l’exon le plus en 3´ ; il reste donc possible qu’aucun ARN ne couvre toute la longueur du transcrit annoncé,
et qu’il existe des promoteurs disséminés dans la séquence. En particulier, puisque les ARN HBII-13 et HBII-85
d’une part, et HBII-52 d’autre part, n’ont pas exactement le même patron d’expression (les deux premiers sont
aussi détectés dans un muscle squelettique, le poumon et le rein, à la différence de HBII-52), il est envisageable que
les 47 copies de HBII-52 aient un promoteur qui leur est propre. Ainsi, la région 3´ du long transcrit proposé (la
région antisens à Ube3a) semble transcrite à partir d’un promoteur distinct de celui de SNURF-SNRPN (Landers
et al., 2004). Alternativement, si un unique transcrit joue le rôle de précurseur commun pour HBII-13, HBII-85 et
HBII-52, des maturations post-transcriptionnelles spécifiques de tissu, ou un arrêt de la transcription spécifique de
tissu (puisque les copies de HBII-52 sont les plus en 3´) pourraient justifier de la différence du patron d’expression
de ces ARN C/D.
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Fig. 1.10 – Les gènes d’ARN C/D du locus humain 15q11-13. Figures tirées de Runte
et al., 2001. Les séquences exprimées à partir de l’allèle paternel sont en bleu, et les séquences
exprimées à partir de l’allèle maternel, en rouge. A : Les exons sont indiqués par des barres
verticales courtes, et les gènes d’ARN C/D, par des barres verticales longues. Les numéros sous
la ligne horizontale sont les numéros d’exons particuliers. Les quatre nouveaux gènes d’ARN
C/D identifiés par Runte et al., 2001 sont signalés par des flèches verticales. Les flèches bleue
et rouge donnent les sens de transcription des séquences à expression paternelle (en bleu) et à
expression maternelle (en rouge). B : Le centre d’empreinte bipartite (voir page 35), représenté
par deux ellipses grisées, contrôle l’expression des gènes à expression paternelle, en particulier du
précurseur des ARN C/D (appelés « snoRNA » sur le schéma), qui pourrait être cotranscrit avec
l’ARN antisens à UBE3A. Celui-ci pourrait être responsable de la répression de l’allèle paternel
de UBE3A (éventuellement aussi de ATP10C) : voir également la page 35, pour plus de détails
sur l’empreinte de ce locus, et la partie 1.2.3, pour les rôles que pourraient jouer les ARN antisens
dans le mécanisme de l’empreinte. « pat » : allèle paternel ; « mat » : allèle maternel. Disque
blanc : site de méthylation de l’ADN hypométhylé ; disque noir : site de méthylation de l’ADN
hyperméthylé. Point d’interrogation : statut de méthylation inconnu ; point d’interrogation et
flèche en pointillés : statut d’expression inconnu.
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MBII-52/HBII-52 et l’ARNm 5-HT2C : contrôle de l’édition ?

Les ARN MBII-52 et MBII-85 s’accumulent dans le nucléole (Jérôme Cavaillé, communica-
tion personnelle) : ce sont donc des snoRNA, petits ARN nucléolaires. Aucun des ARN C/D
exprimés à partir des gènes de ce locus ne présente de complémentarité notable aux précurseurs
d’ARNr, ni aux précurseurs de snRNA, en amont de leurs bôıtes D ou D´. En revanche, l’un
d’entre eux (l’ARN MBII-52/HBII-52) possède, immédiatement en amont de sa bôıte D, une
complémentarité de 18 nt à un ARNm spécifique du cerveau, l’ARNm du récepteur 5-HT2C à
la sérotonine (Cavaillé et al., 2000). Cette complémentarité est parfaitement conservée entre
l’Homme et la Souris.

Le récepteur 5-HT2C est un récepteur à sept domaines transmembranaires, couplé à la pro-
téine G. La séquence de son ARNm codant la deuxième boucle intracellulaire (domaine protéique
qui interagit avec la protéine G) est susceptible d’être éditée, sur cinq bases particulières (cf
figure 1.11) : ces cinq adénines sont éditées en inosines, différentiellement selon les régions
du cerveau (Burns et al., 1997 ; Niswender et al., 1998). Les ARNm édités ne codent pas la
même séquence protéique que la séquence génomique de 5-HT2C (en effet, l’inosine s’apparie
préférentiellement avec la cytosine ; lors de la traduction, elle est donc lue comme une gua-
nine, là où la forme génomique porte une adénine). Finalement, les différentes formes éditées
de l’ARNm 5-HT2C (issues de combinaisons variables de l’édition des cinq sites) sont traduites
en protéines dont les propriétés de couplage à la protéine G diffèrent nettement (Burns et al.,
1997). Ainsi, l’édition de cet ARN semble jouer un rôle dans le contrôle de la transduction du
signal de la sérotonine.

Or, le 5ème nucléotide en amont de la bôıte D de l’ARN MBII-52/HBII-52 s’apparie avec
l’un de ces sites d’édition : le site C (voir figure 1.11), ce qui suggère qu’une 2´-O-méthylation
de l’ARNm de 5HT2C , guidée par MBII-52/HBII-52, pourrait jouer un rôle dans la régulation de
l’édition de cet ARN. Il a en effet été montré in vitro que la 2´-O-méthylation inhibait l’édition
d’ARN synthétiques par l’adénosine déaminase ADAR 2 (l’une des deux enzymes qui édite le
site C) (Yi-Brunozzi et al., 1999).

D’autre part, un site donneur d’épissage alternatif se trouve à proximité de la séquence
complémentaire à l’élément antisens de l’ARN MBII-52/HBII-52 (voir figure 1.11) ; l’utilisation
de ce site d’épissage fait apparâıtre un codon stop prématuré, et la traduction de ce produit
d’épissage donne une protéine tronquée, dépourvue d’activité physiologique (Canton et al., 1996).

Une 2´-O-méthylation guidée par MBII-52/HBII-52, à proximité de ce site d’épissage alter-
natif, ou tout simplement l’appariement de l’ARN C/D, pourrait peut-être influencer le choix
du site donneur d’épissage (Cavaillé et al., 2000).

A B E C D
↓ ↓ ↘ ↓ ↓

ARNm 5-HT2C : 5′...CGGU AUGUAGCAAUACGUAAUCCUAUUGAGCAUAGC...3′

X GCAUUAGGAUAACUCGUA...5′ARN C/D MBII-52/HBII-52 : 3′...AGUC

Fig. 1.11 – Complémentarité entre l’ARNm 5-HT2C et l’ARN C/D MBII-52/HBII-
52. Le 5ème exon de l’ARNm 5-HT2C (en haut) peut être édité sur cinq sites (soulinés, sur la
figure), appelés « A », « B », « C », « D » et « E ». Le site E avait d’abord été nommé « C´ »
(Niswender et al., 1998). Le dinucléotide GU écrit en italique est un site alternatif donneur
d’épissage. L’ARN C/D MBII-52/HBII-52 (en bas) présente une complémentarité de 18 nt à cet
ARNm, immédiatement en amont de sa bôıte D (en italique).
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MBII-85/HBII-85 et le syndrome de Prader-Willi

Hormis MBII-52/HBII-52 (voir ci-dessus), aucun autre ARN C/D de ce locus n’a d’ARN-
cible évident. Au cours de ma thèse, j’ai recherché les complémentarités (en amont des bôıtes D et
D´) entre ces ARN C/D et d’autres ARN C/D caractérisés au cours de ma thèse (voir Résultats,
p. 102), et les précurseurs d’ARNr et de snRNA : les résultats de cette analyse sont présentées
en Annexe 2, page 173.

Une observation suggère que leurs gènes ont une fonction biologique, et qu’elle n’est pas
forcément en relation avec la biogenèse des ribosomes. Le locus humain 15q11-13 est en effet
impliqué dans une maladie neurodéveloppementale, le syndrome de Prader-Willi : lorsque des
délétions sur le chromosome paternel abolissent l’expression de gènes à expression paternelle de
ce locus, le sujet présente des troubles du développement (il est de taille réduite, et les gonades
sont peu développées) et du comportement (il est hypotonique, retardé mentalement, et ne
ressent pas la satiété ; il est donc hyperphagique, ce qui conduit invariablement à une obésité).
L’analyse d’un modèle murin qui mime partiellement ce phénotype, suite à une délétion sur
le locus orthologue (Tsai et al., 1999 ; Runte et al., 2001), et l’étude d’une famille humaine
présentant un réarrangement chromosomique dans ce locus (Gallagher et al., 2002), montrent
que les seuls gènes connus dans la région critique pour le syndrome (i.e. : ceux dont le défaut
d’expression corrèle systématiquement avec le syndrome) sont les gènes de MBII-85/HBII-85 et
HBII-438A. Il semble donc que la répression de l’un au moins de ces gènes (peut-être même :
d’une copie particulière de MBII-85/HBII-85, puisque toutes ne sont pas absolument identiques)
soit responsable de l’apparition du syndrome. Ces ARN C/D seraient donc impliqués dans le
contrôle du développement et du comportement.
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1.4 MicroARN, siRNA et leur métabolisme

1.4.1 Historique

Les microARN, des régulateurs endogènes

Chez le Nématode Caenorhabditis elegans, la séquence des étapes du développement larvaire
peut être affectée chez certains mutants : les gènes pour lesquels ils sont mutés sont appelés
« hétérochroniques ». Ainsi, des mutants peuvent exécuter un programme de divisions et de
différenciations spécifiques d’un stade larvaire donné à un stade antérieur ou postérieur. C’est
notamment le cas du mutant lin-4(e912), qui reproduit, à des stades tardifs, des programmes
spécifiques des étapes précédentes (Chalfie et al., 1981), dans un grand nombre de lignages
cellulaires au cours des différents stades larvaires. Or un mutant nul pour un autre gène, lin-14,
présente un phénotype inverse (Ambros et Horvitz, 1987), et la mutation lin-14(0) est épistatique
à la mutation lin-4(e912) (Ambros, 1989), ce qui indique que lin-4 serait un répresseur de lin-14.
De plus, lin-14 est réprimé au niveau traductionnel ou post-traductionnel (le niveau de l’ARNm

de lin-14 est sensiblement le même aux stades larvaires L1 d’une part, et L2 et L3 d’autre part,
alors que la quantité de protéine Lin-14p est environ dix fois plus faible en L2/L3 qu’en L1),
et cette répression est abolie chez le mutant lin-4(e912) (Wightman et al., 1993). En outre,
des mutations de la 3´UTR de l’ARNm lin-14 (qui confèrent un phénotype gain-de-fonction
pour lin-14 ) réduisent également cette répression (Wightman et al., 1991) : il semblait donc
que la répression de lin-14 prenait place au niveau traductionnel, par une interaction entre la
3´UTR de l’ARNm lin-14 et le produit du gène lin-4. Le produit du gène lin-4, quant à lui, est
un petit ARN retrouvé sous deux formes : lin-4S (d’environ 22 nt de long), et lin-4L (environ
61 nt)15 ; ce dernier est imparfaitement autocomplémentaire, et peut donc se refermer en une
structure en tige-boucle (voir figure 1.12) (Lee et al., 1993). Ces ARN lin-4 sont partiellement
complémentaires à sept sites de la 3´UTR de l’ARNm-cible lin-14 (voir figure 1.12) (Wightman
et al., 1993).

Ainsi, l’ARN lin-4S, le plus petit ARN fonctionnel connu à cette époque, semble responsable
de la répression traductionnelle de l’ARNm lin-14, en s’appariant de façon imparfaite à des sites
multiples de sa 3´UTR.

Quatre ans plus tard, une deuxième cible de lin-4 était identifiée : l’ARNm de lin-28 (un
autre gène dont l’expression est finement régulée au cours du développement larvaire de C.
elegans), dans la 3´UTR duquel un seul site de complémentarité imparfaite à l’ARN lin-4
était identifié ; ce site de complémentarité est nécessaire à la répression traductionnelle régulée
temporellement de lin-28 (Moss et al., 1997). Puis, encore trois ans plus tard était décrit un
deuxième petit ARN (de 21 nt de long), appelé let-7, et identifié à l’occasion d’un crible destiné à
découvrir de nouveaux gènes hétérochroniques chez C. elegans (Reinhart et al., 2000). Des sites
de complémentarité imparfaite à l’ARN let-7 ont été découverts dans les 3´UTR des ARNm de
cinq gènes hétérochroniques : daf-12, lin-14, lin-28, lin-41 et lin-42. La fusion de la 3´UTR de
l’ARNm lin-41 à un gène rapporteur confère à ce gène rapporteur un contrôle temporel similaire
à celui du gène lin-41 endogène, et cette régulation requiert les sites de complémentarité à let-7.
En revanche, les 3´UTR des ARNm lin-14 et lin-28 (celles de daf-12 et lin-42 n’ont pas été
testées) ne semblent pas conférer de sensibilité à let-7 : les sites de complémentarité des 3´UTR
de ces deux gènes ne sont donc probablement pas fonctionnels (Reinhart et al., 2000). De la
même manière, un site de complémentarité imparfaite à lin-4 a également été identifié dans la
3´UTR de l’ARNm lin-41, mais lin-4 ne semble pas réguler l’expression de lin-41 (Slack et al.,
2000).

La même année, des orthologues convaincants de l’ARN let-7 étaient détectés chez de nom-

15La séquence de lin-4S est celle des 22 nucléotides les plus en 5´ de lin-4L ; à la lumière des connaissances
actuelles, lin-4L est certainement un précurseur de lin-4S, ce qui avait déjà été proposé par Lee et al., 1993.
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Fig. 1.12 – Lin-4, membre fondateur de la famille des microARN. Le précurseur lin-
4L de lin-4 est un ARN susceptible de se replier en tige-boucle. Sa maturation libère le petit
ARN lin-4, qui inhibe la traduction de gènes spécifiques, dont lin-14, sa première cible identifiée.
En bas à droite : carte de la 3´UTR de lin-14, figure tirée de Wightman et al., 1993. Les
régions grisées sont les séquences de la 3´UTR de lin-14 de C. elegans d’au moins 10 pb de long
parfaitement conservées chez C. briggsae ; les régions colorées en noir bordé de gris sont les sept
séquences conservées complémentaires à lin-4 (le détail en est donné en-dessous) ; les mutations
qui empêchent, ou limitent, la répression traductionnelle de lin-14 (ce sont des mutations gain-
de-fonction de lin-14 ) sont indiquées (« n355 breakpoint »,« n536 deletion »).
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breuses espèces animales. Plus précisément : outre celui de C. elegans, le génome de Drosophila
melanogaster contient un gène candidat, et celui de Homo sapiens en contient plusieurs, et tous
sont imparfaitement autocomplémentaires (des précurseurs plus longs que let-7 mature devraient
donc se replier en tige-boucle, comme l’ARN lin-4L) ; et des ARN let-7 d’environ 21 nt sont ex-
primés dans de nombreux tissus adultes chez l’Homme, et à certains stades développementaux
chez D. melanogaster, chez des Mollusques, une Annélide, le Poisson Danio Rerio, chez un Uro-
chordé, un Hémichordé, et un Échinoderme (Pasquinelli et al., 2000). Finalement, parmi tous
les Métazoaires analysés, seuls les Cnidaires et les Porifères ne semblent pas exprimer let-7 ; les
Plantes et les organismes unicellulaires ne possèdent pas non plus d’orthologue de let-7. Ce petit
ARN serait donc apparu très tôt dans l’évolution (à la divergence entre Diploblastiques et Tri-
ploblastiques), et aurait conservé un rôle de contrôle du développement chez les Triploblastiques.
En revanche, lin-4 semble restreint aux Nématodes.

La découverte du petit ARN let-7 dans une telle variété d’espèces, ainsi que la découverte
accidentelle de molécules similaires chez la Drosophile, a incité plusieurs laboratoires à rechercher
d’autres ARN du même type chez la Drosophile et dans des cellules humaines HeLa (Lagos-
Quintana et al., 2001), et chez C. elegans (Lau et al., 2001 ; Lee et Ambros, 2001), par des
approches de clonage extensif (le troisième article présente aussi l’identification de trois gènes de
microARN — c’est le nom qui leur a été donné — par recherche bio-informatique de séquences
conservées entre C. elegans et C. briggsae, et susceptibles de se replier en tiges-boucles de
taille et de structure semblables à celles des précurseurs de lin-4 et let-7). Les trois groupes
ont identifié, en tout, une centaine de microARN, dont certains étaient relativement conservés
entre des espèces distantes, dont l’expression pouvait être régulée au cours du développement,
et dont les gènes pouvaient être très proches les uns des autres, suggérant la co-transcription
des précurseurs de ces microARN sous forme d’un transcrit primaire commun. Les précurseurs
supposés de chacun de ces nouveaux microARN sont susceptibles de se replier en tiges-boucles.

Par la suite, d’autres travaux de clonage (Reinhart et al., 2002 ; Lagos-Quintana et al., 2002 ;
Llave et al., 2002a ; Mourelatos et al., 2002 ; Ambros et al., 2003 ; Aravin et al., 2003 ; Dostie
et al., 2003 ; Lagos-Quintana et al., 2003 ; Pfeffer et al., 2004 ; Suh et al., 2004 ; Wang et al.,
2004a) ou de prédiction in silico suivie de validation expérimentale (Grad et al., 2003 ; Lai
et al., 2003 ; Lim et al., 2003b ; Jones-Rhoades et Bartel, 2004), ont considérablement enrichi la
liste de microARN, chez les Métazoaires comme chez des Métaphytes. Le site web du « miRNA
registry » (URL : http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/index.shtml) rassemble
les séquences des microARN identifiés et de leurs précurseurs, leur assigne des noms officiels, et
donne les références bibliographiques qui s’y rapportent (Griffiths-Jones, 2004). Il recense actuel-
lement (sous la version 4.0) environ 1200 précurseurs différents (certains libèrent un microARN
mature identique), dont par exemple 214 précurseurs de microARN murins.

Tous les microARN sont issus de la maturation de précurseurs de plus grande taille, ca-
pables de se replier en tiges-boucles imparfaites. Mais les déterminants précis des extrémités du
microARN mature sont encore peu connus : le microARN peut provenir du brin 5´, ou bien du
brin 3´ de la tige-boucle (et, dans de rares exemples, chaque brin libère un microARN mature),
et la position du microARN mature, sur le précurseur, ne semble pas dépendre de la position
des éventuels mésappariements de la tige (Lagos-Quintana et al., 2001 ; Lau et al., 2001 ; Lee et
Ambros, 2001 ; voir Bartel, 2004, pour une revue). Il n’y a donc, à l’heure actuelle, aucun moyen
de prédire la séquence du microARN issu de la maturation d’une tige-boucle donnée, ni même
si cette tige-boucle est un authentique précurseur de microARN.

Plusieurs programmes informatiques ont été développés pour contourner cette limitation, et
tâcher de détecter les gènes de microARN dans les séquences génomiques. Tous ces programmes
limitent leurs recherches aux séquences phylogénétiquement conservées (en s’appuyant sur le
principe que les séquences fonctionnellement importantes sont les plus conservées au cours de

http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/index.shtml�
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l’évolution) : ils recensent les séquences susceptibles d’être transcrites en ARN qui se replieraient
en tige-boucle de structure et de stabilité comparables à celles des précurseurs connus de mi-
croARN, et qui soient conservées phylogénétiquement (Ambros et al., 2003 ; Grad et al., 2003 ;
Lai et al., 2003 ; Lim et al., 2003a ; Lim et al., 2003b). Très récemment, une courte séquence
consensus a été découverte, environ 200 pb en amont de la plupart des séquences de microARN
du Nématode : cet octamère, riche en cytosines, joue probablement un rôle dans la transcription
ou les étapes précoces de la maturation des microARN ; un programme de prédiction qui inclut
cette nouvelle caractéristique des gènes de microARN s’avère plus efficace que les programmes
précédents (Ohler et al., 2004).

Les siRNA, des guides de clivage

En 1998, Andrew Fire et ses collaborateurs ont mis en évidence un phénomène de répression
de gènes spécifiques suite à l’injection, dans le ver Caenorhabditis elegans, d’ARN double brin
homologue (Fire et al., 1998). Ils ont baptisé ce phénomène « interférence à ARN », ou : RNA
interference, en anglais (abrégé en « RNAi »). Il est rapidement apparu que ce nouveau mode de
répression de l’expression des gènes était très répandu chez les Eucaryotes, et qu’il expliquait de
nombreuses observations, collectées chez les Animaux, les Végétaux et les Champignons (Cogoni
et Macino, 2000). En particulier chez les Plantes, il avait été proposé dès 1994 que des ARN
antisens seraient à l’origine de la répression post-transcriptionnelle de gènes spécifiques (Flavell,
1994 ; Baulcombe, 1996b), et des produits de clivage des ARN-cibles avaient été observés (Smith
et al., 1990 ; Goodwin et al., 1996). Le phénomène de RNAi semble restreint aux Eucaryotes : un
phénomène d’apparence similaire a été décrit chez l’Eubactérie Escherichia coli (dans laquelle
de petits ARN guident le clivage d’ARN-cibles complémentaires), mais le mécanisme semble
totalement différent (en particulier, le petit ARN est dégradé en même temps que son ARN-
cible) (Massé et al., 2003).

De petits ARN, de 21 à 25 nt, et dont la séquence est portée par l’un ou l’autre des deux brins
de l’ARN déclencheur, sont systématiquement retrouvés dans le tissu ou l’échantillon affecté par
le RNAi, chez les Plantes (Hamilton et Baulcombe, 1999), dans des embryons de Drosophile
(Yang et al., 2000) et dans un lysat d’embryons de Drosophile (Zamore et al., 2000), dans
des cellules de Drosophile en culture (Hammond et al., 2000), et chez le Nématode (Parrish
et al., 2000). Ces petits ARN sont issus de la digestion endonucléolytique de l’ARN double brin
déclencheur (Yang et al., 2000 ; Zamore et al., 2000 ; Parrish et al., 2000) par une enzyme de
type RNase III (Elbashir et al., 2001a) : ils sont donc produits sous la forme de petits ARN
double brin de 21 à 25 pb. Ces petits duplexes, baptisés « siRNA » (pour : small interfering
RNAs, petits ARN interférents, en anglais), sont également fonctionnels s’ils sont synthétisés,
et ajoutés au lysat d’embryon de Drosophile qui récapitule la réaction (au lieu d’être fournis
sous forme de longs ARN double brin) (Elbashir et al., 2001a). L’enzyme de type RNase III à
l’origine de la production des siRNA a été identifiée en 2001, et baptisée « Dicer » (Bernstein
et al., 2001 ; Knight et Bass, 2001).

Depuis, de nombreuses études de génétique et de biochimie ont précisé la description de ce
phénomène (voir « L’interférence à ARN », page 68). Parallèlement, des protocoles de répression
de gènes spécifiques par des siRNA ont été mis au point, et le RNAi est devenu un outil très
répandu, en particulier dans les systèmes mammifères, qui manquaient d’une méthode simple
de répression de gènes spécifiques. De très nombreuses études ont utilisé des petits ARN double
brin synthétiques dirigés contre un gène d’intérêt (voir Dorsett et Tuschl, 2004, pour revue).

Similitudes entre microARN et siRNA

Les siRNA ont d’abord été décrits comme des guides de clivage d’ARN-cibles, dans les
processus d’interférence à ARN. Cette définition est donc fonctionnelle, alors que la définition
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des microARN (cf page 59) est une description structurale (les microARN sont de petits ARN
simple brin de 21 à 23 nt issus de la maturation de précurseurs repliés en tiges-boucles). La
découverte que des microARN pouvaient guider des clivages par interférence à ARN, et que des
molécules a priori destinées à se comporter en siRNA pouvaient réprimer la traduction d’ARNm-
cibles a mis en évidence cette difficulté : certaines molécules, maturées comme des microARN
à partir de précurseurs endogènes, sont capables de guider l’interférence à ARN, comme des
siRNA. Ces deux familles ne sont donc pas disjointes.

La ressemblance structurale entre les microARN (qui, à l’époque, n’étaient qu’au nombre de
deux, lin-4 et let-7) et les petits ARN simple brin qui constituent les siRNA (longueur similaire,
de 21 à 23 nt, extrémité 5´ phosphorylée, extrémité 3´ non phosphorylée) a amené trois équipes
à se demander si l’enzyme Dicer, responsable de la maturation des siRNA, pouvait être aussi
impliquée dans celle des microARN. Leurs résultats ont montré que chez le Nématode C. elegans
et dans les cellules humaines HeLa, Dicer est l’endonucléase qui libère let-7 (et, chez le Nématode,
lin-4) de son précurseur immédiat, un ARN d’environ 70 nt replié en tige-boucle (Grishok et al.,
2001 ; Hutvágner et al., 2001 ; Ketting et al., 2001). La protéine Dicer de Drosophile est elle-
même capable de maturer correctement let-7 (Ketting et al., 2001). La maturation de précurseurs
d’environ 70 nt par Dicer semble être une généralité, puisque plusieurs autres précurseurs de
microARN s’accumulent en l’absence de Dicer (Lee et Ambros, 2001 ; Grad et al., 2003).

Ainsi, microARN et siRNA sont issus de la digestion d’ARN bicaténaires par la même en-
zyme, Dicer ; alors que les précurseurs de microARN sont monomoléculaires (la structure bi-
caténaire est due à un repliement de la molécule de précurseur), la plupart des précurseurs de
siRNA sont bimoléculaires.

La découverte, en 2002, que le microARN let-7 était capable de guider le clivage d’un ARN-
cible, pourvu que ce dernier lui soit parfaitement complémentaire (Hutvágner et Zamore, 2002),
a montré que les microARN pouvaient se comporter en siRNA ; notamment, in vivo dans les
cellules humaines HeLa, le microARN let-7 est incorporé dans le complexe RISC (pour : RNA
induced silencing complex , le complexe effecteur du RNAi : Hammond et al., 2000), puisqu’il
suffit d’incuber un ARN présentant une complémentarité parfaite à let-7 dans un extrait cyto-
plasmique S100 de cellules HeLa pour que l’ARN incubé soit clivé. Ainsi, in vivo, le microARN
let-7 s’engage dans la voie du RNAi, et il ne semble diriger le clivage d’aucun ARN-cible, sim-
plement parce qu’il n’existe pas dans la cellule d’ARN qui lui présente une complémentarité
parfaite. Chez les Plantes, en revanche, de nombreux exemples de clivages d’ARN endogènes
dirigés par des microARN ont été relevés (Llave et al., 2002b ; Kasschau et al., 2003 ; Palatnik
et al., 2003 ; Floyd et Bowman, 2004 ; Mallory et al., 2004 ; Vazquez et al., 2004). Une autre
équipe a montré que la cotransfection (dans des cellules humaines en culture) d’un gène de
microARN et d’un gène rapporteur présentant une complémentarité parfaite à ce microARN
conduisait à la dégradation de l’ARN messager du gène rapporteur (Zeng et al., 2003).

Réciproquement, les siRNA guident la répression traductionnelle d’ARN-cibles qui présentent
une complémentarité imparfaite à l’un des deux brins du siRNA (Doench et al., 2003 ; Zeng et al.,
2003). Finalement, les microARN et les brins de siRNA semblent pouvoir jouer les mêmes rôles,
et seule la qualité de l’appariement entre le petit ARN et sa cible déterminerait le mode de
répression post-transcriptionnelle : si la complémentarité est parfaite, l’ARN-cible est clivé par
RNAi, et si elle est imparfaite, sa traduction est inhibée, sans que sa stabilité soit affectée (voir
page 72).

D’autre part, les complexes effecteurs impliqués dans les deux modes de répression (le com-
plexe RISC, responsable du RNAi, et le complexe répresseur de la traduction16) partagent plu-
sieurs points communs : ils sont tous deux associés aux polyribosomes (Ishizuka et al., 2002 ;

16Bien qu’il n’ait pas encore été identifié avec certitude (par exemple, aucun système in vitro ne reproduit
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Djikeng et al., 2003 ; Pham et al., 2004 ; Nelson et al., 2004), contiennent au moins trois consti-
tuants communs chez l’Homme, eIF2C2, Gemin3 et Gemin4 (Hutvágner et Zamore, 2002 ; Mar-
tinez et al., 2002 ; Mourelatos et al., 2002), et sont tous les deux assemblés autour d’un petit
ARN simple brin d’environ 22 nt de long (Martinez et al., 2002 ; Mourelatos et al., 2002). De
plus, puisque le microARN let-7, connu pour participer à un guidage de répression traduction-
nelle (chez le Nématode), est incorporé dans RISC in vivo dans des cellules de Mammifères
(Hutvágner et Zamore, 2002), alors qu’il ne semble impliqué dans aucun guidage de clivage in
vivo, peut-être son association à RISC signifie-t-elle que le complexe médiateur de la répression
traductionnelle guidée par let-7 est RISC lui-même.

Il est donc possible qu’il n’existe aucune différence biochimique entre les complexes effecteurs
de ces deux voies. Cependant, dans les cellules S2 de Drosophile, la plupart des microARN sont
retrouvés dans un complexe plus lourd que le complexe qui contient les siRNA (Caudy et al.,
2002), et des protéines spécifiques semblent associées à ces deux types de complexe : AGO1
est principalement retrouvée dans le complexe léger, contenant la plupart des microARN, alors
que AGO2 est principalement retrouvée dans le complexe lourd, en association avec les siRNA.
Mais surtout, il a été montré récemment que la protéine AGO2 de Drosophile est nécessaire au
clivage guidé par les siRNA, alors qu’elle est dispensable pour le clivage guidé par des microARN
(Okamura et al., 2004). Chez les Mammifères, de lourdes présomptions laissent penser que la
protéine appelée Ago2 porte l’activité endonucléasique du complexe RISC assemblé autour des
siRNA (voir « L’interférence à ARN », page 68).

Ainsi, il semblerait que les microARN et les siRNA parfaitement complémentaires d’un ARN-
cible en guident le clivage à la même position (la liaison phosphodiester clivée est celle qui relie
les nucléotides appariés aux 10ème et 11ème nucléotides du petit ARN, à partir du 5´ du petit
ARN) (Elbashir et al., 2001a ; Elbashir et al., 2001b ; Xie et al., 2003 ; Yekta et al., 2004), mais
que ce clivage est catalysé par des enzymes différentes chez la Drosophile.

Dans la suite de cette section, les données présentées ne concerneront que les Mammifères,
sauf mention contraire. Les Mammifères ne possèdent qu’une enzyme Dicer et ne semblent pas
avoir de RdRP (polymérase à ARN dépendant de l’ARN). Cette dernière particularité (qui
les distingue par exemple du Nématode, des Plantes et des Champignons) explique probable-
ment l’absence du phénomène de « transitivité » du RNAi chez les Mammifères17, et peut-être
également l’absence de diffusion systémique du RNAi18, puisque l’action de la RdRP aboutit
à une amplification des siRNA, probablement nécessaire à la propagation du RNAi dans tout
l’organisme.

l’activité de répression traductionnelle guidée par un petit ARN), il semble que le complexe répresseur de la
traduction soit le complexe purifié en 2002 par Mourelatos et al. (Nelson et al., 2004) : voir page 74.

17Chez le Nématode, une RdRP polymérise un ARN complémentaire des ARN-cibles hybridés à un brin de
siRNA. L’ARN double brin issu de cette polymérisation (qui s’étend en direction du 5´ de l’ARN-cible) devient
lui-même un ARN déclencheur de RNAi, clivé en siRNA. La polymérisation peut donc s’amorcer sur des ARN
matrices différents de l’ARN déclencheur, mais qui partagent avec lui des régions de similarité, suffisantes pour
permettre l’hybridation du brin de siRNA (Sijen et al., 2001) ; ce phénomène a été baptisé « transitivité du RNAi ».
Chez les Plantes, un phénomène similaire permet l’extension du RNAi contre des séquence initialement absentes
de l’ARN déclencheur (Vaistij et al., 2002), mais le mécanisme en apparâıt différent, puisque le RNAi se propage
à la fois en direction du 5´ et du 3´ des ARN-cibles (Voinnet et al., 1998 ; Vaistij et al., 2002), et qu’il semble
restreint à certains gènes (Vaistij et al., 2002).

18Chez le Nématode (Fire et al., 1998) et chez les Plantes (Palauqui et al., 1996 ; Voinnet et al., 1998), le RNAi
initié dans un organe donné se propage ensuite dans le reste de l’organisme, alors qu’il semble rester confiné dans
les cellules contenant l’ARN déclencheur chez les Mammifères.
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1.4.2 Biogenèse des microARN et siRNA

La production des microARN chez les Mammifères

Les microARN sont transcrits sous forme de longs précurseurs, qui peuvent atteindre plu-
sieurs centaines de nucléotides en longueur, et éventuellement contenir les séquences de plusieurs
microARN différents (Lee et al., 2002b). L’enzyme responsable de leur transcription est l’ARN-
polymérase II (Lee et al., 2004a). Ces transcrits primaires, appelés « pri-miRNA », sont ensuite
maturés par la RNase III Drosha pour libérer les « pre-miRNA », tiges-boucles d’environ 70 nt
de long (Lee et al., 2002b ; Lee et al., 2003b). Les pre-miRNA sont alors digérés par la RNase III
Dicer, dont les produits stables sont les microARN matures d’environ 21 à 23 nt (Grishok et al.,
2001 ; Hutvágner et al., 2001 ; Ketting et al., 2001).

La localisation subcellulaire de ces réactions semblait bien établie : l’enzyme Drosha s’ac-
cumule dans le noyau (Lee et al., 2003b), compartiment où les pri-miRNA sont convertis en
pre-miRNA (Lee et al., 2002b). Les pre-miRNA sont exportés dans le cytoplasme par l’expor-
tine 5 (Yi et al., 2003 ; Lund et al., 2004), et y sont maturés en microARN matures (Lee et al.,
2002b) par l’enzyme Dicer, qui semble exclusivement cytoplasmique (Billy et al., 2001). Notam-
ment, la maturation in vitro de précurseurs de microARN s’interrompt au stade « pre-miRNA »
si un extrait cytoplasmique n’est pas ajouté à la réaction (Lee et al., 2002b).

Toutefois, quelques travaux semblent indiquer que la maturation intégrale des microARN
pouvait avoir lieu dans le noyau, au moins dans les systèmes mammifères :

– des microARN matures peuvent être détectés dans le noyau (Zeng et Cullen, 2003 ; Meister
et al., 2004) ; ils pourraient cependant avoir été maturés dans le cytoplasme, puis importés
dans le noyau ;

– un long ARN en tige-boucle incapable de sortir du noyau, car dépourvu de coiffe, de queue
poly(A), et d’intron, est maturé malgré tout en petits ARN d’environ 21 à 22 nt de long
(Shinagawa et Ishii, 2003).

Il est remarquable que les deux enzymes responsables de la maturation des microARN,
Drosha et Dicer, appartiennent à la même famille, celle des RNases III. Les substrats de ces
enzymes sont des ARN double brin, et leurs produits, des ARN double brin aux extrémités 3´
sortantes (de 2 nt), non phosphorylées, et aux extrémités 5´ phosphorylées. Cette caractéristique
pourrait constituer un point de contrôle de la qualité des petits ARN : l’exportine 5 présente
une affinité pour les ARN double brin aux extrémités 3´ sortantes très supérieure à son affinité
pour les autres ARN double brin (Gwizdek et al., 2003 ; Lund et al., 2004) ; puis, la structure
particulière des produits de Drosha pourrait faciliter leur prise en charge par Dicer19 ; enfin, les
protéines Argonaute du complexe effecteur (RISC, ou le complexe répresseur de la traduction)
possèdent toutes le domaine PAZ, qui interagit préférentiellement avec les petits ARN double
brin dont l’extrémité 3´ est sortante (Lingel et al., 2003 ; Song et al., 2003 ; Yan et al., 2003).
Ainsi, l’extrémité caractéristique des produits de clivage des RNases III serait un indicateur de
la qualité des différentes étapes de la maturation de l’ARN double brin, lui permettant d’accéder
à l’étape suivante (Carmell et Hannon, 2004).

Finalement, le produit de Dicer est un petit ARN double brin, similaire à un siRNA ; or, à
quelques exceptions près, un seul brin s’accumule sous la forme d’un microARN mature. Il a été
remarqué que le brin dont l’extrémité 5´ est la moins stablement appariée, dans ce duplex, semble
être systématiquement celui qui s’accumulera (Khvorova et al., 2003 ; Schwarz et al., 2003). Il est
donc vraisemblable qu’une hélicase à ARN prenne en charge le produit (bicaténaire) de Dicer, et

19En effet, les produits de Dicer sont plus abondants, et leurs tailles sont plus homogènes, si le substrat de
Dicer était un pre-miRNA, produit de Drosha, plutôt qu’une tige-boucle aux extrémités quelconques (Lee et al.,
2003b). Dicer cliverait donc les pre-miRNA à environ 22 pb du site de coupure de Drosha sur les pre-miRNA (voir
figure 1.13), alors qu’elle libèrerait des produits d’environ 22 pb de n’importe quelle position d’un pri-miRNA
(Carmell et Hannon, 2004) (la séquence ou la structure secondaire du substrat au voisinage des sites de clivage
pourrait alors altérer le choix de la liaison phosphodiester hydrolysée, donc la taille des produits de Dicer).



66 CHAPITRE 1. INTRODUCTION

qu’elle engage l’extrémité 5´ d’un des deux brins dans un complexe ribonucléoprotéique qui, par
la suite, protègera ce brin contre les nucléases cellulaires ; l’autre brin, non protégé, serait alors
rapidement dégradé. Dans ce cas, la facilité avec laquelle cette hélicase ouvrirait l’extrémité 5´
d’un brin donné conditionnerait la stabilité de ce brin. La même sélection semble s’opérer sur les
brins des siRNA : le brin qui guide le RNAi le plus efficacement est le moins stablement apparié
sur son extrémité 5´ dans le siRNA (Aza-Blanc et al., 2003 ; Khvorova et al., 2003 ; Schwarz
et al., 2003).

La figure 1.13 résume le modèle actuel de biogenèse des microARN.

Exportine 5

apparié sur son extrémité 5’

Exportine 5

Drosha

clivage par Dicer

transcription du pri-miRNA

Cytoplasme

Noyau

3’
5’

Pore nucléaire

5’
3’

3’ 3’

Dicer

5’ 5’

Dicer Dicer

sélection du brin le moins stablement

PAZPAZ PAZ

Fig. 1.13 – Modèle de maturation des microARN de Mammifères. Voir texte pour le
détail.
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Biogenèse des siRNA

Les siRNA proviennent de la digestion de l’ARN double brin déclencheur du RNAi (Parrish
et al., 2000 ; Yang et al., 2000 ; Zamore et al., 2000), par Dicer (Bernstein et al., 2001 ; Knight
et Bass, 2001). La protéine Dicer humaine, qui possède un domaine RBD (domaine de liaison à
l’ARN double brin) et un domaine PAZ, qui interagit préférentiellement avec les ARN double
brin aux extrémités 3´ sortantes (Lingel et al., 2003 ; Song et al., 2003 ; Yan et al., 2003), peut
lier les ARN double brin in vitro et les cliver en petits ARN d’environ 22 nt de long (Provost
et al., 2002a ; Zhang et al., 2002). L’enzyme clive préférentiellement le double brin à ≈22 nt de
son extrémité ; le site de coupure, qui devient une nouvelle extrémité, au 3´ sortant de 2 nt, peut
alors servir de nouveau point d’ancrage pour Dicer, dont le prochain clivage se trouvera ≈22 nt
en aval, et ainsi de suite : l’enzyme digère l’ARN double brin de manière processive, par pas
d’environ 22 nt (Elbashir et al., 2001a ; Zhang et al., 2002).

La comparaison de Dicer humaine avec des RNases III bactériennes, et l’analyse des pro-
priétés catalytiques in vitro de formes mutées de Dicer humaine, ont amené le groupe de W. Fi-
lipowicz à proposer un modèle d’interaction de Dicer avec son substrat (Zhang et al., 2004). Dans
ce modèle, chacun des deux domaines RNase III de Dicer contribue pour moitié à la catalyse :
chacun hydrolyse une liaison phosphodiester sur un brin du substrat (voir figure 1.14).

Fig. 1.14 – Modèle d’interaction de Dicer avec son substrat. Figure tirée de Zhang
et al., 2004. La fonction des domaines hélicase et DUF 283 (en brun) reste inconnue : leurs
contours sont dessinés en pointillés. Le domaine PAZ (en vert), qui interagit préférentiellement
avec les extrémités au 3´ sortant (Lingel et al., 2003 ; Song et al., 2003 ; Yan et al., 2003),
participe probablement à l’interaction avec le substrat ; avec le domaine RNase IIIa (noté :
« RIIIa »), il positionnerait le substrat dans l’enzyme, de sorte que les clivages aient lieu à
≈22 pb de l’extrémité du double brin. Le domaine RBD (en rouge sombre), d’interaction avec
les ARN double brin, stabiliserait le complexe entre l’enzyme et son substrat. Chacun des deux
domaines RNase III (en bleu) clive un brin du substrat (flèches rouges) ; l’hydrolyse est catalysée
par un résidu acide (leur nature et position sont indiquées). Le domaine RNase IIIa (qui clive
le brin dont l’extrémité 3´ est libre) est plus long que celui de la plupart des enzymes de la
famille des RNases III : sur le schéma, il est représenté par un rectangle plus grand que celui du
domaine RNase IIIb.

La protéine mutante sur le domaine PAZ (dont l’activité de digestion des ARN double brin
est réduite, probablement en raison de son affinité réduite pour le substrat) libère un siRNA de
même taille que celui produit par la protéine sauvage, par un clivage à ≈22 nt de l’extrémité
du substrat : le domaine PAZ est donc dispensable pour le positionnement du substrat dans
l’enzyme, qui détermine la taille des siRNA produits. Le domaine RNase IIIa pourrait participer
au positionnement du substrat, par sa partie N-terminale, nettement plus longue que celle de la
plupart des domaines RNase III (Zhang et al., 2004).
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In vivo, la protéine Dicer de Mammifères est associée avec des partenaires de petite taille,
pour former un complexe légèrement plus volumineux que Dicer seule (Zhang et al., 2004). Ses
partenaires ne sont pas connus chez les Mammifères, mais chez la Drosophile, plusieurs autres
protéines sont requises pour l’assemblage du complexe RISC : les protéines « aubergine » et
« armitage » (Tomari et al., 2004), et la protéine «R2D2 », qui interagit avec Dicer, et la stabilise
biochimiquement (Liu et al., 2003). Dicer et R2D2 forment notamment un complexe avec les
siRNA, qui semble être le précurseur immédiat de RISC (Tomari et al., 2004).

Le gène aubergine appartient à la famille Argonaute, dont la plupart des membres sont
impliqués dans les phénomènes de RNAi, et qui possèdent tous le domaine PAZ (voir Carmell
et al., 2002, pour revue). Armitage code une hélicase à ARN putative, et son orthologue chez
Arabidopsis thaliana, SDE3, est nécessaire au RNAi (Cook et al., 2004). R2D2 est également
apparenté à un gène requis pour le RNAi dans une autre espèce : son orthologue chez le Nématode
Caenorhabditis elegans, RDE-4, avait lui aussi été identifié par un crible génétique visant à
identifier des mutations du processus de RNAi ; les protéines R2D2 et RDE-4 possèdent chacune
deux domaines putatifs de liaison à l’ARN double brin (Liu et al., 2003).

1.4.3 Modes d’action

MicroARN et siRNA participent à deux modes de répression post-transcriptionnelle de gènes
spécifiques : le RNAi (une dégradation des ARN qui présentent une complémentarité parfaite à
un microARN, ou à l’un des deux brins d’un siRNA) et une répression traductionnelle, guidée par
un microARN ou un brin de siRNA imparfaitement complémentaire à une séquence de l’ARNm-
cible. Chacun des deux types de petit ARN peut participer à chacun de ces deux types de
répression post-transcriptionnelle, en fonction de la qualité de sa complémentarité à l’ARN-cible
(voir « Similitudes entre microARN et siRNA », page 62).

L’interférence à ARN

Le rôle des siRNA dans la réaction de RNAi a été interprété de trois façons : premièrement,
un brin du siRNA pourrait s’hybrider avec l’ARN-cible, et servir d’amorce pour la polymérisation
d’un deuxième brin d’ARN sur l’ARN-cible, par une polymérase d’ARN dépendant de l’ARN
(RdRP, pour RNA-dependant RNA polymerase) ; ce long ARN double brin serait ensuite clivé
par Dicer, ce qui régénérerait une grande quantité de petits ARN susceptibles d’amorcer ensuite
de nouvelles polymérisations, et qui détruirait simultanément l’ARN-cible (Lipardi et al., 2001).
Deuxièmement, les brins antisens20 de nombreux siRNA pourraient s’hybrider tout le long de
l’ARN-cible, et seraient ligués entre eux par une ligase cellulaire ; l’ARN double brin résultant
serait, comme dans le premier modèle, dégradé par l’enzyme Dicer (Lipardi et al., 2001 ; Ni-
shikura, 2001). Troisièmement, les siRNA seraient des guides de clivage, ils seraient incorporés
(sous forme de simple ou de double brin) dans un complexe endonucléolytique qui cliverait les
ARN qui s’hybrident à l’un des deux brins du siRNA (Hammond et al., 2000 ; Zamore et al.,
2000 ; Nykänen et al., 2001). Contrairement à ce qui fut publié dans un premier temps (Lipardi
et al., 2001), des siRNA dont les extrémités 3´, modifiées chimiquement, qui semblent incapables
de servir d’amorce à une polymérase (premier modèle) ou de substrat à une ligase (deuxième
modèle), peuvent quand même participer à une réaction de RNAi dans des cellules humaines et
dans un lysat d’embryon de Drosophile (Schwarz et al., 2002 ; Martinez et al., 2002). Il semble
donc que les siRNA soient des guides de clivage chez ces deux organismes.

Le mécanisme de ce guidage posait également problème : dans l’hypothèse la plus simple, le
complexe effecteur RISC contient un seul brin du siRNA (deux RISC différents pourraient donc

20Convention : on appelle « brin sens » le brin d’ARN du siRNA de séquence identique à la séquence portée par
l’ARN-cible, et « brin antisens », le brin du siRNA de séquence complémentaire à la séquence de l’ARN-cible.
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coexister en présence d’un siRNA donné : celui qui contient le brin sens, et celui qui contient
le brin antisens, du siRNA), et si un ARN s’hybride à ce petit ARN simple brin, il est clivé
(Zamore et al., 2000). Un tel modèle expliquerait facilement pourquoi certaines modifications
chimiques du siRNA affectent l’efficacité de l’interférence à ARN si elles sont portées par le brin
antisens, alors qu’elles n’ont pas d’effet si elles sont portées par le brin sens (Parrish et al., 2000).

Mais un petit ARN simple brin, antisens d’un ARN-cible, est beaucoup moins efficace qu’un
petit ARN double brin (voire totalement inefficace) pour guider l’interférence à ARN (Yang
et al., 2000 ; Zamore et al., 2000 ; Parrish et al., 2000 ; Schwarz et al., 2002) ; de surcrôıt, un
ARN simple brin partiellement complémentaire du brin sens (tout comme un ARN simple brin
partiellement complémentaire du brin antisens) inhibe la réaction d’interférence à ARN, comme
si le complexe RISC contenait les deux brins du siRNA, et que l’hybridation de l’un des deux,
quel qu’il soit, avec un ARN empêchait le clivage de l’ARN-cible (Yang et al., 2000). Enfin, un
siRNA double brin peut guider un clivage beaucoup plus efficace sur une cible donnée, que sur
l’antisens de cette cible (et généralement, la cible clivée le plus efficacement est complémentaire
du brin du siRNA dont l’extrémité 3´ est la plus proche de l’extrémité de l’ARN double brin
déclencheur) ; pour expliquer cette observation, un modèle a été proposé, dans lequel les deux
brins du siRNA gardent une trace de leur orientation, en s’associant chacun à des protéines
spécifiques. Le complexe RISC contiendrait alors les deux brins du siRNA, mais un seul (celui
associé aux protéines qui le permettent) serait capable de guider le clivage d’un ARN-cible
(Elbashir et al., 2001a). Ces différents modèles sont présentés en figure 1.15, page 70.

La purification du complexe RISC, et une expérience de reconstitution à partir d’un ARN
étiqueté à la biotine, ont finalement démontré que le complexe ne contient qu’un seul brin
du siRNA (Martinez et al., 2002) ; de plus, un petit ARN simple brin peut guider un clivage
d’ARN-cible très similaire au clivage guidé par un siRNA double brin, en terme de position du
site de clivage, et de conditions influençant l’efficacité de la réaction (Holen et al., 2003). Les
observations précédentes, en contradiction apparente avec ces résultats (cf ci-dessus), peuvent
alors s’interpréter de la manière suivante :

– un siRNA double brin serait plus efficace qu’un siRNA simple brin pour guider le RNAi,
parce que des systèmes spécialisés pourraient coupler l’ouverture des deux brins du siRNA
avec l’entrée d’un des deux dans le complexe RISC21 ; alternativement, ou simultanément,
la plus grande sensibilité des petits ARN simple brin aux nucléases pourrait justifier de leur
faible activité : ils seraient dégradés très rapidement (en particulier dans le lysat d’embryon
de Drosophile), ce qui limiterait leur activité apparente (Martinez et al., 2002) ;

– un ARN complémentaire du brin sens d’un siRNA est un compétiteur du brin antisens, et
sa présence à haute concentration peut faire disparâıtre le siRNA double brin, au profit
d’un duplex entre le brin sens et son ARN complémentaire ; le brin antisens, dont une
proportion notable serait en simple brin, serait alors peu incorporé dans le complexe RISC
(cf ci-dessus) ;

– les deux brins d’un siRNA ne sont pas égaux devant le RNAi : il semble que le brin dont
l’extrémité 5´ est la plus faiblement appariée entre plus facilement dans le complexe RISC
(Aza-Blanc et al., 2003 ; Khvorova et al., 2003 ; Schwarz et al., 2003) ; ainsi, un ARN-cible
peut être clivé plus efficacement que son ARN antisens en présence d’un siRNA donné, si
le brin antisens à cet ARN-cible est apparié moins stablement sur son extrémité 5´ que le
brin sens (voir « La production des microARN chez les Mammifères », page 65).

21Par exemple, chez la Drosophile, une isoforme de Dicer participe à l’assemblage de RISC, en interagissant
notamment avec le siRNA (Lee et al., 2004b ; Pham et al., 2004). La situation pourrait être différente dans d’autres
systèmes, puisque l’enzyme Dicer humaine recombinante ne semble pas interagir avec les siRNA (Provost et al.,
2002a).
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Fig. 1.15 – Modèles historiques de fonctionnement de l’interférence à ARN. A) Le
complexe RISC ne contient qu’un brin du siRNA, et clive les ARN qui lui sont complémentaires.
B) Le complexe RISC contient le siRNA double brin, et clive les ARN complémentaires de l’un
des deux brins ; la reconnaissance de l’ARN-cible nécessite donc un réarrangement du complexe,
avec ouverture du siRNA. C) Figure tirée de Elbashir et al., 2001a ; le complexe RISC contient
le siRNA double brin, et seul le brin dont l’extrémité 3´ était la plus proche de l’extrémité de
l’ARN double brin déclencheur peut guider un clivage, car associé à une protéine (représentée
en bleu sur le schéma) qui le permet. Cette particularité pourrait être due au mode de synthèse
des siRNA : lorsque Dicer clive l’ARN déclencheur, elle le digère de façon processive, à partir des
extrémités, et pourrait donc laisser des protéines spécifiques (représentées en bleu sur le schéma)
sur le brin dont le 3´ était le plus proche de l’extrémité de l’ARN déclencheur.
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Plusieurs protéines du complexe RISC ont ensuite été identifiées, par des approches de bio-
chimie :

1. Un complexe RISC d’environ 500 kDa a été purifié à partir de cellules S2 de Drosophile
en culture (Hammond et al., 2001) ; il contient les protéines suivantes :
– Argonaute 2 (AGO2), qui contient le domaine PAZ (cf page 65) ; AGO2 est nécessaire

au clivage par RNAi guidé par des siRNA, mais pas par des microARN (Okamura et al.,
2004) ; une autre protéine de la famille Argonaute, la protéine Ago2 de Mammifère, porte
l’activité endonucléasique du complexe RISC (Liu et al., 2004a ; Song et al., 2004) ;

– VIG (pour : Vasa intronic gene, son gène se situe dans un intron du gène Vasa), de
fonction inconnue, mais qui contient le motif RGG, un motif de liaison à l’ARN (Caudy
et al., 2002) ; cette protéine est également enrichie dans un complexe RISC de 250 kDa
chez le Nématode (Caudy et al., 2003) ;

– dFXR, l’homologue de la protéine humaine FMRP (protéine du syndrome de l’ X fragile),
qui contient deux domaines KH et un domaine RGG, qui semblent tous les trois lier
l’ARN (Caudy et al., 2002 ; Ishizuka et al., 2002) ;

– Tudor-SN, une protéine de la famille des nucléases staphylococcales ; elle présente une
activité de nucléase, et semble associée à RISC également chez le Nématode, et dans
des cellules humaines HeLa (Caudy et al., 2003) ; puisque les enzymes de sa famille
sont des exonucléases, Tudor-SN n’est probablement pas responsbale de l’activité endo-
nucléolytique de RISC, mais elle pourrait participer à la dégradation exonucléolytique
des produits de clivage (Caudy et al., 2003 ; Schwarz et al., 2004).

2. Une équipe indépendante a démontré que, dans les cellules S2 également, l’hélicase à ARN
Dmp68 était associée au complexe contenant dFXR, AGO2 et des petits ARN (Ishizuka
et al., 2002).

3. Un complexe RISC d’environ 160 kDa a été purifié à partir de cellules humaines HeLa (et le
même protocole, appliqué à une préparation de cellules S2 de Drosophile permet la purifi-
cation d’un complexe de taille voisine, donc nettement inférieure aux 500 kDa du complexe
présenté ci-dessus, et aux 250 kDa d’un complexe purifié précédemment : Nykänen et al.,
2001 ; pourtant, le complexe humain de ≈160 kDa a conservé son activité de clivage en-
donucléolytique guidé par un petit ARN) ; ce complexe contient les protéines eIF2C1 et
eIF2C2/GERp95, deux protéines similaires de la famille Argonaute (voir page 68).

4. À partir de cellules humaines HeLa, la protéine eIF2C2 et de petits ARN sont immu-
noprécipités avec les protéines Gemin3 et Gemin4, connues pour interagir avec de nom-
breuses particules ribonucléoprotéiques (Hutvágner et Zamore, 2002 ; Mourelatos et al.,
2002).

Des travaux très récents ont probablement permis d’identifier le constituant du complexe
RISC qui porte l’activité endonucléasique, chez les Mammifères (ce constituant non identifié
avait été baptisé « Slicer ») : la protéine Ago2, qui est systématiquement associée aux complexes
compétents pour le clivage, à la différence des autres protéines Ago de Mammifères (Meister
et al., 2004), possède en outre un domaine très semblable au site catalytique de la RNase H,
dont des mutations ponctuelles abolissent l’activité de RISC (Liu et al., 2004a ; Song et al.,
2004), et il est possible de reconstituer in vitro un complexe RISC minimal, actif, à partir d’un
ARN simple brin de 21 nt et d’Ago2 purifiée22 (Liu et al., 2004a).

Les ARN courts et le guidage de la répression traductionnelle

Les deux premiers microARN découverts, lin-4 et let-7, inhibent la traduction d’ARNm-cibles
sans en affecter notablement la stabilité (Wightman et al., 1993 ; Moss et al., 1997 ; Reinhart

22La protéine a été purifiée par immunoaffinité, et est contaminée par la protéine HSP90.
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et al., 2000) (voir aussi Historique, page 59). Les 3´UTR de ces ARN-cibles présentent des
complémentarités imparfaites aux microARN répresseurs, et des délétions qui suppriment une
partie ou la totalité de ces sites de complémentarité abolissent la répression traductionnelle
guidée par le microARN (Wightman et al., 1991 ; Wightman et al., 1993) ; réciproquement,
la fusion de la 3´UTR à un gène rapporteur lui confère une répression, régulée au cours du
développement, similaire à celle du gène-cible : le rapporteur est donc probablement devenu
sensible au microARN (Wightman et al., 1993 ; Reinhart et al., 2000). Ainsi, les microARN
répriment visiblement la traduction23 d’ARNm-cibles en s’appariant à leurs 3´UTR ; cet appa-
riement ne serait pas parfait, des nucléotides non appariés (sur le microARN, ou sur l’ARNm)
interrompent les segments double brin (voir par exemple la figure 1.12, page 60). Effectivement,
les microARN let-7 et lin-4 interagissent in vitro avec les ARNm de lin-14 et lin-41, respective-
ment (Ha et al., 1996 ; Vella et al., 2004).

Les deux modes de répression post-transcriptionnelle, RNAi et répression traductionnelle,
sont alternatifs, et il semble que seule la qualité de l’appariement entre les deux ARN détermine
l’action du microARN (ou : du brin de siRNA) sur l’ARN-cible : quand la complémentarité
est parfaite, l’ARN-cible est clivé par RNAi, sinon (et s’il s’agit d’un ARNm), sa traduction
est réprimée (Hutvágner et Zamore, 2002 ; Doench et al., 2003 ; Zeng et al., 2003). Quelques
mésappariements sont tout de même tolérés pour le RNAi, à condition qu’ils se situent aux
extrémités du duplex (Tang et al., 2003) : par exemple, si plus de cinq nucléotides en 5´ du
petit ARN sont mésappariés, la réaction de clivage in vitro est tellement lente qu’elle parâıt
difficilement compatible avec les conditions in vivo (Haley et Zamore, 2004).

La spécificité de la répression traductionnelle pose donc problème : si la complémentarité
entre le petit ARN et sa cible est parfaite (sauf éventuellement aux extrémités), l’ARN-cible
est clivé par RNAi ; si elle est trop partielle, l’ARN-cible n’est pas reconnu par le petit ARN
(puisque les expériences de délétion des sites de complémentarité, qui abolissent la répression
traductionnelle, montrent qu’une séquence quelconque n’est pas ciblée par la répression traduc-
tionnelle). Les limites de la définition d’une « complémentarité imparfaite », déterminant de la
répression traductionnelle, compliquent donc énormément la recherche bio-informatique des sites
de complémentarité fonctionnels dans les séquences d’ARNm.

Deux types d’approche ont été employés, pour prédire in silico les complémentarités fonc-
tionnelles :

– la recherche de complémentarités courtes au microARN, qui soient conservées dans des
espèces différentes ; puisque les exemples connus de répression traductionnelle impliquent
des séquences de la 3´UTR de l’ARNm-cible, et que l’extrémité 5´ du microARN semble
appariée à la cible plus stablement que l’extrémité 3´ du microARN (voir ci-dessous), ces
analyses ont privilégié les complémentarités de ce type (Enright et al., 2003 ; Lewis et al.,
2003 ; Stark et al., 2003) ;

– la recherche des déterminants structuraux des appariements fonctionnels, par mutagenèse,
et la recherche des complémentarités respectant ces règles (Kiriakidou et al., 2004).

La première stratégie pose un problème conceptuel : la première de ces études a été réalisée
alors que seuls trois cas de répression traductionnelle par des microARN étaient connus (lin-14
et lin-28 par lin-4, et lin-41 par let-7)24. Les sites de complémentarité identifiés se situaient
tous dans la 3´UTR des ARNm-cibles : une séquence de la 3´UTR de lin-14 contenant cinq

23En toute rigueur, ces expériences ne montrent pas que la répression est traductionnelle, elle pourrait également
être post-traductionnelle : cf page 74.

24Dans cette étude (Stark et al., 2003), les auteurs affirment qu’un autre exemple est connu, celui du microARN
bantam et de sa cible, l’ARNm de hid de Drosophile ; cependant, la répression traductionnelle de hid, guidée par
bantam, a été démontrée par la même équipe, et la complémentarité avait été identifiée grâce au programme décrit
par Stark et al., 2003 : au moment du développement de ce programme, le rôle de bantam n’était donc pas connu
(Brennecke et al., 2003).
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des sites de complémentarité est nécessaire au contrôle de la traduction de lin-14 par lin-4
(Wightman et al., 1991 ; Wightman et al., 1993), et une séquence contenant quatre des sites
de complémentarité confère la sensibilité à lin-4 d’un gène rapporteur (Ha et al., 1996). De la
même manière, la fusion d’un gène rapporteur à la 3´UTR de lin-28 ou de lin-41 subit le même
contrôle temporel que lin-28 ou lin-41 (respectivement), et cette régulation est attribuée à lin-
4, ou let-7 (respectivement) (Moss et al., 1997 ; Reinhart et al., 2000). Ces trois exemples ont
encouragé plusieurs groupes à limiter les recherches de complémentarités aux 3´UTR (Enright
et al., 2003 ; Lewis et al., 2003 ; Stark et al., 2003) (les deux derniers chronologiquement, Enright
et al., 2003 et Lewis et al., 2003, confortés par un quatrième exemple, celui de la régulation de
hid par bantam, découvert par le groupe de Stark et al. : Brennecke et al., 2003) ; bien entendu,
les nouvelles complémentarités qu’ils ont identifiées se trouvaient donc toutes dans des 3´UTR, si
bien que la liste de complémentarités identifiées entre ARNm et microARN (dont la fonctionnalité
a, parfois, été confirmée par des expériences de cotransfection du gène du microARN avec un
gène rapporteur fusionné à la 3´UTR) ne contenait que des séquences-cibles localisées dans des
3´UTR. Entretemps, un crible génétique a toutefois mis en évidence un cinquième ARNm-cible
de répression traductionnelle, cog-1 chez le Nématode (réprimé par le microARN lsy-6), et il
présente un site de complémentarité à lsy-6 dans sa 3´UTR (Johnston et Hobert, 2003).

Cependant, le déroulement des événements a visiblement biaisé les recherches de complémen-
tarités en faveur des 3´UTR, puisque les critères de sélection d’ARNm-cibles par ces programmes
sont basés sur l’observation d’un petit nombre de cas. Il serait donc injustifié, sans davantage
de données expérimentales, d’affirmer que toutes les complémentarités fonctionnelles se trouvent
dans des 3´UTR. En particulier, il a été montré ex vivo que des complémentarités imparfaites
dans la séquence codante d’un ARNm en guidaient la répression traductionnelle (Saxena et al.,
2003) : il est donc tout à fait possible que des microARN endogènes inhibent la traduction
d’ARNm-cibles en s’appariant à leur séquence codante.

D’autre part, parmi les sites de complémentarité identifiés dans les quelques 3´UTR res-
ponsables d’une répression traductionnelle guidée par un microARN, plusieurs présentent une
complémentarité relativement longue (de l’ordre de 8 à 11 nt), et phylogénétiquement conservée,
à l’extrémité 5´ du microARN : ce critère était donc également requis dans les recherches d’ARN-
cibles (Enright et al., 2003 ; Lewis et al., 2003 ; Stark et al., 2003). Enfin, puisque deux des
trois (puis, trois des quatre, après la découverte de la répression de hid par bantam) ARNm-
cibles expérimentalement démontrés présentaient plusieurs sites de complémentarité imparfaite
au microARN régulateur, il semblait probable que des appariements de microARN multiples,
sur une 3´UTR, puissent réprimer la traduction de manière synergique ; chacun des trois pro-
grammes de recherche d’ARNm-cibles favorise donc les cibles putatives qui portent plusieurs
sites de complémentarité au microARN : en additionnant des scores, calculés pour chaque site
de complémentarité, qui reflètent la stabilité prédite de l’appariement, corrigée de la stabilité
prédite d’appariements aléatoires (Stark et al., 2003) ; en additionnant des scores, calculés pour
chaque site de complémentarité, qui dépendent du nombre d’appariements G-C, A-U et G-U, et des
mésappariements dans le duplex prédit (Enright et al., 2003) ; en additionnant les exponentielles
de l’opposé de la stabilité prédite de chaque site de complémentarité, divisée par un paramètre
appelé « T », et choisi pour maximiser le rapport entre le nombre d’ARN-cibles prédits pour les
microARN de Mammifères, et le nombre d’ARN-cibles prédits pour des séquences aléatoires de
microARN (Lewis et al., 2003) 25.

25En dépit de ses apparences de probabilité d’occupation d’états énergétiques dans une distribution de Boltz-

mann (p(Ei) ∝ e−
Ei
RT ), la formulation de ce score n’a pas de justification théorique. Les auteurs ne justifient pas

le choix de l’exponentielle, et le paramètre T n’a rien d’une température absolue : il a été « optimisé » à la valeur
T = 20 après le constat que, parmi cinq valeurs (dont T = 20) données au paramètre T , la valeur T = 20 était
celle qui maximisait le rapport : (nombre d’ARN-cibles prédits pour les microARN de Mammifères)/(nombre
d’ARN-cibles prédits pour des microARN aléatoires).
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La deuxième stratégie (recherche des déterminants structuraux des appariements fonction-
nels par mutagenèse), plus rationnelle puisque basée sur l’expérience, présente toutefois l’in-
convénient d’être lourde à mettre en œuvre : la mesure de l’effet de mutations affectant la
stabilité du duplex entre le petit ARN (microARN ou brin de siRNA) et sa cible n’a été réalisée
que sur trois exemples de petits ARN (Doench et Sharp, 2004 ; Kiriakidou et al., 2004). Elle
montre que, comme l’avaient suggéré les statistiques, la fonctionnalité de l’appariement est très
sensible aux mutations qui déstabilisent l’appariement du 5´ du petit ARN. Les conclusions
des deux laboratoires divergent, en revanche, sur le rôle de l’appariement de l’extrémité 3´ du
petit ARN, facultatif dans une étude (Doench et Sharp, 2004), et relativement important dans
l’autre (Kiriakidou et al., 2004) ; cette différence pourrait signifier que, selon la séquence du petit
ARN, les caractéristiques requises pour la fonctionnalité du duplex ne sont pas les mêmes. La
différence des protocoles utilisés par les deux équipes pourrait aussi expliquer cette divergence :
dans la première étude, la séquence-cible est clonée en double, entre deux copies non mutées de
la complémentarité, alors que dans la deuxième étude, le gène rapporteur ne contient qu’une
copie de la séquence-cible, et il est transcrit sous le contrôle d’un promoteur fort ; ces conditions,
moins favorables aux effets du petit ARN, pourraient mettre plus facilement en évidence l’in-
fluence de mutations délétères. Enfin, les deux groupes ne proposent pas la même interprétation
moléculaire des effets mesurés : l’appariement de l’extrémité 5´ du petit ARN pourrait simple-
ment stabiliser l’interaction entre les deux ARN, et les effets observés des mutations seraient
principalement dus à l’altération de l’enthalpie libre de l’appariement (Doench et Sharp, 2004) ;
ou alors, des interactions avec d’autres partenaires (protéiques, par exemple) seraient sensibles à
la présence de nucléotides non appariés, sur l’un ou l’autre brin, qui modifie la structure spatiale
du duplex (Kiriakidou et al., 2004). En effet, les appariements les plus stables entre un petit
ARN et sa cible ne sont pas nécessairement les plus efficaces pour la répression traductionnelle,
probablement parce qu’ils interdisent l’association de protéines sur le duplex (Ha et al., 1996).

À la différence de la réaction de RNAi, le processus de répression traductionnelle guidée par
les microARN n’a pas encore été reconstitué in vitro ; la biochimie de ce phénomène est encore
très mal connue.

Plusieurs protéines interagissent avec les microARN, chez les Mammifères : Gemin3 et Ge-
min4 (qui participent probablement à l’assemblage de nombreuses particules ribonucléoprotéi-
ques), et eIF2C2 (protéine de la famille Argonaute) (Hutvágner et Zamore, 2002 ; Mourelatos
et al., 2002). Ce complexe contient aussi les trois protéines de la famille FMRP (la protéine
FMRP, et ses deux paralogues, FXR1P et FXR2P ; ces protéines doivent leurs noms au syn-
drome de retard mental de l’X fragile, une maladie génétique humaine causée par la déficience
de FMRP), connues pour réprimer la traduction d’ARNm spécifiques ; il est donc possible que
le mode d’action de ces protéines se résume à leur rôle dans la répression traductionnelle guidée
par des microARN (Jin et al., 2004). Ce complexe, baptisé « miRNP », cosédimente avec les
polyribosomes, et il est physiquement associé à un ARNm-cible de répression traductionnelle :
il est donc probablement l’effecteur de la répression traductionnelle (Nelson et al., 2004).

Le mode d’action de ce complexe n’est pas encore connu. Néanmoins, il a été établi que
le profil d’association d’un ARNm-cible avec les polyribosomes n’était pas modifié en présence
de son microARN inhibiteur (Olsen et Ambros, 1999 ; He et Sontheimer, 2004). L’association
de l’ARNm avec plusieurs ribosomes suggère que l’initiation de la traduction n’est pas affectée
par l’association de la miRNP : la traduction pourrait donc débuter, puis l’élongation de la
traduction ou la libération de la châıne peptidique pourrait être inhibée par la miRNP.

1.4.4 Fonctions biologiques

Les rôles des microARN et du RNAi chez les Vertébrés sont encore mal connus, en raison de
la difficulté d’étude de ces systèmes. En revanche, de nombreux résultats ont été obtenus chez
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les Plantes, la levure à fission, les Ciliés, le Nématode et la Drosophile, et de façon surprenante,
ils indiquent que les microARN d’une part, et le RNAi d’autre part, seraient impliqués dans des
processus communs chez ces espèces éloignées : le contrôle du développement pour les microARN,
et la répression des éléments génétiques parasites (transposons et virus) et la structuration des
centromères, pour le RNAi. Les raisons de cette similarité ne sont pas encore claires, mais il
est possible qu’elles s’appliquent aussi aux Vertébrés, et que ces tendances observées chez les
Plantes et les Invertébrés se généralisent aux Vertébrés, qui font l’objet de ma thèse. Cette
partie présentera donc les fonctions biologiques des microARN et du RNAi chez les Plantes et
les Invertébrés, et les données disponibles chez les Vertébrés.

MicroARN et contrôle du développement

Les deux premiers microARN découverts, lin-4 et let-7, régulent des transitions entre stades
larvaires chez le Nématode, et let-7 semble participer au contrôle d’événements développementaux
dans une grande variété d’espèces animales (Lee et al., 1993 ; Moss et al., 1997 ; Reinhart et al.,
2000 ; Pasquinelli et al., 2000) (voir aussi p. 59). Leur patron temporel d’expression, associé à
cette fonction, leur a valu le nom de « petits ARN temporels » (stRNA, pour : small temporal
RNAs) (Pasquinelli et al., 2000).

Le rôle biologique d’un troisième microARN de Nématode est connu : le microARN lsy-6
est nécessaire à l’asymétrisation d’une paire de neurones chez le Nématode (ces deux neurones,
l’un à droite du plan de symétrie de l’animal, l’autre à gauche, expriment des chémorécepteurs
différents, et cette différence fonctionnelle entre les deux neurones est indispensable pour que
le ver puisse distinguer certains stimuli olfactifs) (Johnston et Hobert, 2003). Ce microARN
inhibe la traduction d’un ARNm-cible, qui code l’une des protéines impliquées dans le choix de
la destinée cellulaire de cette paire de neurones.

Chez la Drosophile, la génétique a montré que le locus bantam était impliqué dans le contrôle
de la croissance : les larves des homozygotes mutants sont plus petites que les larves sauvages,
et meurent au début du stade pupal, tandis que les adultes hétérozygotes sont de taille réduite.
Réciproquement, la surexpression du locus augmente la croissance (Hipfner et al., 2002). Chez les
mutants bantam, la taille des cellules est normale, leur nombre est simplement réduit. L’analyse
de la mutation a montré que le gène responsable du phénotype était un gène de microARN
(Brennecke et al., 2003). Le microARN bantam est détecté dans les embryons, puis son expression
décrôıt au fil des stades larvaires, et il est à nouveau exprimé à partir du milieu du stade pupal ;
l’observation de larves transgéniques, exprimant une protéine fluorescente dont l’ARNm contient
des sites de complémentarité parfaite à bantam (le RNAi guidé par bantam, dans les cellules où
il est exprimé, réprime l’expression de ce transgène ; le patron de fluorescence de ces larves donne
donc une image, en négatif, de l’expression de bantam) a montré que l’expression du microARN
corrèle avec la prolifération cellulaire ; bantam est aussi un anti-apoptotique, en réprimant la
traduction de l’ARNm du gène pro-apoptotique hid (Brennecke et al., 2003).

Un autre crible génétique, visant à identifier des répresseurs du pro-apoptotique reaper, en a
localisé un dans un locus connu pour hégerger un gène de microARN déjà annoté, miR-14. Des
expériences supplémentaires ont montré que ce gène était bien un répresseur de reaper, et que
sa délétion provoquait une forte létalité au stade pupal, et une grande sensibilité des animaux
à plusieurs types de stress (Xu et al., 2003). Les mutants pour mir-14 manifestent aussi une
nette dérégulation du métabolisme des lipides : ils accumulent de grandes quantités de di- et
triglycérides dans les adipocytes. Ce deuxième phénotype pourrait être lié au premier, puisque
plusieurs partenaires sont communs aux voies de signalisation de l’apoptose, et au métabolisme
des lipides (Xu et al., 2003).

Chez les Plantes, de nombreux exemples de complémentarité parfaite, ou presque parfaite,
ont été signalés, suggérant que la plupart des microARN de Plantes agissent en guidant le RNAi,
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plus qu’une répression traductionnelle, sur leurs ARN-cibles (voir Bartel, 2004, pour une revue ;
voir aussi p. 68). Et effectivement, des produits de clivage par RNAi des ARN-cibles sont détectés
dans plusieurs cas ; et de manière remarquable, chacun de ces ARN-cibles est impliqué dans des
processus développementaux.

Les microARN miR-165 et miR-166 d’Arabidopsis thaliana (dont les séquences ne diffèrent
que d’un nucléotide ; ils pourraient remplir des fonctions redondantes, d’autant que le génome
du Riz ne contient pas de gène mir-165, mais six copies de mir-166 ) guident le clivage de
l’ARNm du gène REVOLUTA in vivo (Emery et al., 2003), et des ARNm de PHAVOLUTA et
PHABULOSA in vitro (Tang et al., 2003). Ces trois gènes, de la même famille multigénique,
participent au contrôle de la polarité des organes latéraux, et une mutation du site d’interaction
de l’ARNm REVOLUTA avec miR-165 et miR-166 (qui ne change pas la séquence protéique
de REVOLUTA) lui confère un phénotype gain-de-fonction (Tang et al., 2003). Le microARN
miR-171 (aussi appelé : miRNA 39) dirige le clivage par RNAi des ARNm de plusieurs membres
de la famille de facteurs de transcription putatifs Scarecrow-like, impliqués dans l’asymétrie de
certaines mitoses dans les racines (nécessaires à la polarisation radiale des racines), et dans des
voies de transduction du signal (Llave et al., 2002b). Le microARN JAW (ou : miR-JAW) guide
le clivage des ARNm de plusieurs gènes connus pour contrôler le développement de la feuille, les
gènes TCP (Palatnik et al., 2003) ; les feuilles des mutants du gène JAW ont une morphologie
altérée.

Chez les Vertébrés, on ne connâıt pour le moment qu’une cible de microARN, et il s’agit,
là encore, de l’ARNm d’un gène de contrôle du développement, le gène HOXB8 (Yekta et al.,
2004). Le microARN miR-196a en guide le clivage par RNAi. HOXB8 appartient à la famille des
gènes à homéobôıte, des facteurs de transcription impliqués dans la mise en place de structures
régionalisées, pendant l’embryogenèse ; les gènes HOX sont regroupés en « complexes », dont
tous les gènes sont transcrits dans le même sens. Au cours de l’embryogenèse, ces différents
gènes sont activés séquentiellement, et l’ordre dans lequel ils sont activés suit l’ordre spatial
de leur disposition dans le complexe (voir Kmita et Duboule, 2003, pour revue). Une carte des
complexes HOX de Mammifères et d’Insectes est donnée en figure 1.16.

Il est remarquable que le gène de miR-196a (et celui de miR-196b, très similaire) se trouve
précisément dans les complexes HOX ; sa localisation génomique pourrait signifier que son ex-
pression est régulée temporellement comme celle des gènes HOX. Hormis HOXB8, plusieurs gènes
HOX présentent des complémentarités imparfaites à miR-196a et miR-196b, qui pourraient être
responsables d’une répression traductionnelle par ces microARN ; lorsque ces séquences sont
fusionnées à un gène rapporteur, elles en provoquent la répression, dépendante des microARN
miR-196, dans des cellules transfectées (Yekta et al., 2004).

La fonction d’un autre microARN de Vertébré, miR-181, est probablement connue, même si
son rôle au niveau moléculaire n’a pas été découvert : ce microARN, chez la Souris, est faiblement
exprimé dans les progéniteurs des cellules sanguines, puis surexprimé quand elles se différencient
en lymphocytes B. La surexpression de ce microARN dans des progéniteurs augmente, in vivo,
la proportion de progéniteurs qui se différencient en lymphocytes B (Chen et al., 2004). Cet
effet est également observé ex vivo, sur des progéniteurs en culture, et deux autres microARN,
miR-142s et miR-223 ont un effet inverse dans ce test ex vivo : leur surexpression augmente la
proportion de cellules qui s’engagent dans la différenciation en lymphocytes T.

Ces microARN de Vertébrés gouvernent donc, eux aussi, des processus développementaux.
Cependant, dans le cas des trois microARN impliqués dans la différenciation des lymphocytes, les
auteurs ont délibérément recherché des microARN régulés au cours de l’hématopöıèse, partant
du principe que les microARN d’Invertébrés jouent fréquemment des rôles importants dans le
développement (Chen et al., 2004) ; en somme, ils ne pouvaient trouver que des microARN régulés
au cours du développement, et il n’est pas surprenant que ceux qu’ils ont trouvé participent à
ce type de contrôle.
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Fig. 1.16 – Organisation génomique des gènes HOX. Figure tirée de Yekta et al., 2004.
Chez les Mammifères, les gènes HOX se trouvent dans quatre complexes (HOX A, HOX B, HOX
C et HOX D), dont l’organisation est très similaire : les 13 paralogues (numérotés de 1 à 13 sur
la figure, et représentés par des flèches de couleur) sont toujours dans le même ordre, et plusieurs
contiennent des gènes de microARN apparentés (représentés par des flèches noires). Les relations
de régulation par les microARN sont indiquées en rouge (trait plein : guidage d’un clivage par
RNAi ; pointillés : répression traductionnelle, prédite et éventuellement confirmée ex vivo).

Outre les microARN dont l’effet est avéré dans des processus développementaux, plusieurs re-
cherches bio-informatiques d’ARNm-cibles ont révélé des complémentarités entre des microARN
et des ARNm. Ces prédictions in silico ont parfois été vérifiées expérimentalement, par des co-
transfections dans des cellules en culture, du gène du microARN (ou d’un siRNA synthétique
censé mimer le microARN) et de sa séquence-cible présomptive, fusionnée à un gène rappor-
teur. Cette méthode n’est pas aussi convaincante que les approches in vivo présentées ci-dessus,
puisque, dans de nombreux cas, rien n’indique que, in vivo, il existe des types cellulaires où
le microARN et sa cible supposée sont coexprimés, et où les concentrations intracellulaires des
deux partenaires seraient comparables à celles obtenues après transfection. De plus, dans certains
travaux, le gène rapporteur est fusionné à plusieurs copies de la séquence-cible, ce qui pourrait
faciliter les artefacts (Bartel, 2004). Toutes ces difficultés expliquent peut-être l’effet qui a été
rapporté, d’un microARN humain sur la traduction d’un ARNm : les auteurs ont cru observer
une répression traductionnelle de cet ARNm guidée par le microARN, sensible aux mutations du
microARN, mais restaurée par des mutations compensatoires sur l’ARNm, alors que la protéine
dont ils suivaient l’accumulation n’était pas celle codée par l’ARNm en question (Kawasaki et
Taira, 2003a ; Kawasaki et Taira, 2003b).

Avec cet avertissement à l’esprit, si l’on analyse la liste des gènes-cibles prédits pour les
microARN de Plantes (Llave et al., 2002a ; Reinhart et al., 2002 ; Rhoades et al., 2002 ; Llave
et al., 2002b ; Kasschau et al., 2003 ; Park et al., 2002a ; Xie et al., 2003) et d’Animaux (Lai,
2002 ; Stark et al., 2003 ; Lewis et al., 2003), on s’aperçoit que la grande majorité est impliquée
dans des contrôles d’événements développementaux (Bartel et Bartel, 2003 ; Bartel, 2004).

Les fonctions de contrôle du développement de la plupart des microARN expliquent sans
doute les effets pléiotropiques de l’invalidation de Dicer chez Arabidopsis thaliana (Jacobsen
et al., 1999)26, chez le Poisson-zèbre (Wienholds et al., 2003) et la Souris (Bernstein et al.,

26Arabidopsis thaliana possède plusieurs isoformes de Dicer ; celle qui a été invalidée ici est l’enzyme responsable
de la maturation des microARN (Finnegan et al., 2003).
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2003). Les phénotypes associés à la mutation de Dicer chez le Poisson-zèbre et chez la Souris
sont toutefois différents : alors que l’embryogenèse du poisson-zèbre homozygote mutant s’ac-
complit jusqu’à un stade avancé, celle de la souris homozygote mutante s’interrompt au cours
de la première semaine. Cette différence semble due, au moins en partie, à la forte contribution
maternelle chez le poisson, puisqu’un traitement des embryons homozygotes mutants du stade
« une cellule » avec des morpholino-oligonucléotides (qui titrent les ARNm Dicer éventuellement
hérités maternellement) arrête le développement du mutant à un stade plus précoce que la simple
mutation homozygote ; Dicer pourrait même être indispensable à une étape antérieure, et une
contribution maternelle en protéine Dicer permettrait à l’embryon mutant d’y survivre.

Les microARN, molécules de la pluricellularité ?

Tous les microARN décrits jusqu’à présent ne sont exprimés que dans des organismes pluri-
cellulaires. De surcrôıt, le clonage de petits ARN phosphorylés en 5´ et hydroxylés en 3´ chez
Schizosaccharomyces pombe n’a identifié (en plus des produits de dégradation d’ARN abon-
dants) que des siRNA issus des séquences centromériques, dont les précurseurs semblent être des
ARN double brin bimoléculaires, plutôt que des ARN monomoléculaires, repliés en tige-boucle
(Reinhart et Bartel, 2002 ; Volpe et al., 2002).

Les microARN pourraient donc présenter un avantage spécifique aux organismes pluricellu-
laires. Ils pourraient, par exemple, aider chaque type cellulaire à acquérir son identité, et donc,
optimiser le partage des tâches entre cellules, une caractéristique des espèces pluricellulaires.
Plusieurs auteurs ont suggéré que le contenu de chaque type cellulaire en microARN spécifiques
(dont on sait à présent qu’il existe une grande variété) constituerait un environnement particu-
lier, qui influencerait l’expression des gènes (Bartel et Chen, 2004 ; Hobert, 2004). Le répertoire
de microARN exprimés par un type cellulaire donné pourrait réguler finement la traduction de
tous les ARNm de la cellule, principalement chez les Animaux, où les microARN semblent guider
des répressions traductionnelles, plus que des clivages par RNAi : dans ces conditions, chaque
ARNm pourrait s’hybrider à une classe donnée de microARN (dont les contributions respectives
sur la répression traductionnelle s’ajouteraient), et réciproquement, chaque microARN pourrait
réguler une certaine population d’ARNm. La faible spécificité apparente des microARN (ils re-
connaissent leurs cibles par une quinzaine d’appariements, sans contrainte structurale évidente :
cf « Les ARN courts et le guidage de la répression traductionnelle », page 71) leur permettrait
alors de réguler de nombreux gènes ; comme le font remarquer Bartel et Chen, certains microARN
sont plus abondants dans la cellule que la plupart des ARNm, de deux ou trois ordres de gran-
deur : ils sont donc susceptibles de réguler des centaines d’ARNm différents. La régulation de la
combinaison de microARN exprimés offre donc l’opportunité de réguler finement l’expression de
tous les ARNm de la cellule en modulant leur traduction, donc de contrôler les caractéristiques
d’un type cellulaire donné.

La nature post-transcriptionnelle des régulations guidées par les microARN présente un
autre avantage pour les organismes pluricellulaires : après une division asymétrique, dont chaque
cellule-fille est appelée à remplir une fonction particulière, les ARNm hérités du cytoplasme
de la cellule-mère, communs aux deux cellules-filles, pourraient polluer les ARNm exprimés
spécifiquement par chaque cellule-fille. La spécialisation des cellules-filles serait donc retardée,
jusqu’à la dégradation complète des ARNm de la cellule-mère. Des microARN, exprimés par une
cellule-fille immédiatement après la division, pourraient réprimer ces ARNm (par RNAi, ou par
répression traductionnelle) beaucoup plus rapidement (Rhoades et al., 2002 ; Bartel et Chen,
2004).
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RNAi et extinction des parasites génétiques

L’invalidation des gènes impliqués dans le RNAi se traduit souvent par une dérépression des
séquences répétées (le plus souvent, des transposons), et une sensibilité accrue aux virus. Cette
observation a conduit plusieurs auteurs à proposer que la fonction principale du RNAi serait la
défense contre les séquences envahissantes (Voinnet, 2001 ; Matzke et al., 2002 ; Plasterk, 2002 ;
Wassenegger, 2002 ; Zamore, 2002).

Dans la plupart des isolats du Nématode Caenorhabditis elegans, les transposons sont réprimés
dans la lignée germinale. Un crible génétique a identifié plusieurs gènes qui participent à la
répression de différentes familles de transposons, et la plupart des mutations révélées par ce
crible affectent aussi le processus de RNAi (Ketting et al., 1999). Simultanément, un crible vi-
sant à isoler des gènes impliqués dans le RNAi chez le Nématode a mis en évidence plusieurs
gènes nécessaires à la répression des transposons (Tabara et al., 1999). Ainsi, chez le Nématode,
l’une des fonctions du RNAi semblait être l’extinction des transposons dans la lignée germinale.
Les extrémités de l’ARN du transposon, issues de la transcription des répétitions inversées qui
bordent la séquence du transposon, se replient en tiges-boucles, et constitueraient l’ARN double
brin déclencheur du RNAi (Sijen et Plasterk, 2003) ; des siRNA, provenant essentiellement de
ces séquences particulières du transposon, sont effectivement détectés, et semblent guider la
dégradation, post-transcriptionnelle, d’ARN rapporteurs portant une séquence homologue aux
répétitions inversées du transposon (Ambros et al., 2003 ; Sijen et Plasterk, 2003). Des gènes re-
quis pour la répression des transposons, mais qui ne le sont pas nécessairement pour le RNAi de
manière générale, sont nécessaires à la production des siRNA issus des répétitions inversées des
transposons (Sijen et Plasterk, 2003) ; si de tels gènes étaient spécifiquement exprimés dans la
lignée germinale, la spécificité de tissu de l’extinction des transposons chez le Nématode pourrait
alors être due à une spécificité de tissu de la production des siRNA.

Chez la Drosophile, la mutation de spindle E/homeless (une hélicase à ARN, homologue du
gène rde-1 du Nématode ; tous deux sont requis pour le RNAi : Tabara et al., 1999 ; Kennerdell
et al., 2002) lève la répression de rétrotransposons, et des séquences répétées mst40 (Aravin
et al., 2001). Le rétrovirus gypsy semble lui aussi réprimé par RNAi, puisque la mutation de
piwi (ce gène est essentiel pour le RNAi : Pal-Bhadra et al., 2002) déréprime gypsy, et des petits
ARN, d’environ 25 à 27 nt, et homologues à la 5´UTR de gypsy, sont détectés dans les ovaires
de Drosophile (Sarot et al., 2004).

Le RNAi est également impliqué dans la régulation du locus Stellate chez la Drosophile. Ce
gène (abrégé : Ste), porté par le chromosome X, est responsable de la formation de cristaux
dans les spermatocytes primaires des mâles de génotype XO (donc : dépourvus de chromosome
Y), et la forme de ces cristaux dépend de l’allèle de Ste porté par le chromosome X (l’un des
allèles leur donne une forme étoilée, d’où le nom du locus). L’effet de Stellate est réprimé par
le « suppresseur de Stellate », Su(Ste), porté par le chromosome Y (Hardy et al., 1984 ; Livak,
1984), et la délétion de Su(Ste) s’accompagne de la formation des cristaux dans les spermato-
cytes, mais aussi de défauts de disjonction des chromosomes homologues, à la première division
de méiose (Hardy et al., 1984). Les gènes Ste et Su(Ste) sont constitués de séquences répétées ho-
mologues, apparentées à la séquence codant une sous-unité de la caséine kinase II (les répétitions
de Su(Ste) contiennent, en plus, une séquence spécifique) (Livak, 1984 ; Balakireva et al., 1992).
La répression de Ste par Su(Ste) est sensible aux mutations des gènes aubergine/sting et spindle-
E/homeless, requis pour le RNAi, et de petits ARN d’environ 25 nt, homologues de chacun des
deux brins de Ste, sont détectés dans les testicules (Aravin et al., 2001 ; Aravin et al., 2004).

Enfin, chez la Drosophile au moins, le RNAi dégrade les ARN du virus FHV après infection ;
en particulier, des ARN d’environ 22 nt sont détectés dans les cellules infectées, et l’absence
de la protéine AGO2 (nécessaire au clivage guidé par des siRNA, voir page 64) se traduit par
une accumulation des ARN viraux (Li et al., 2002). Le virus, quant à lui, produit une protéine
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qui réprime le RNAi : il aurait donc évolué de façon à neutraliser ce système de défense des
cellules-hôtes. D’autres exemples de ce type de « course à l’armement » entre le virus et l’hôte
ont également été décrits pour plusieurs virus végétaux, qui inhibent aussi le RNAi (Vance et
Vaucheret, 2001 ; voir aussi ci-dessous).

Chez les Plantes, les transposons et les virus sont des cibles endogènes du RNAi. Ainsi chez
l’Algue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii, le gène Mut6, identifié par un crible génétique
en tant qu’acteur du RNAi, est également requis pour la répression d’un transposon et d’un
rétrotransposon (Wu-Scharf et al., 2000). Chez le Mäıs, de petits ARN de 21 à 26 nt homologues
d’un transposon ont été observés, mais ce ne sont probablement pas des siRNA, puisque l’un des
deux brins (le brin antisens) s’accumule nettement plus que l’autre ; les deux brins ne sont donc
pas présents en quantités stœchiométriques pour former des duplex (Rudenko et al., 2003).

L’effet du RNAi sur les infections virales chez les Plantes est connu de longue date ; ainsi,
la résistance naturelle aux virus, qui est partiellement post-transcriptionnelle (Al-Kaff et al.,
1998), peut être mimée, et renforcée, par l’expression de transgènes portant des séquences du
virus (Lindbo et Dougherty, 1992a ; Lindbo et Dougherty, 1992b ; Lindbo et al., 1993 ; Baul-
combe, 1996a ; Goodwin et al., 1996 ; Sijen et al., 1996). L’analyse mécanistique de ce qui fut
appelé le « système immunitaire des Plantes » a progressivement démontré qu’il fonctionnait
par interférence à ARN (Waterhouse et al., 1998 ; Mourrain et al., 2000 ; Papaefthimiou et al.,
2001). Au cours de l’évolution, certains virus ont acquis des gènes de suppression du RNAi,
qui leur permettent de s’affranchir de ce système de défense de la plante. Ces suppresseurs du
RNAi s’attaquent à diverses étapes du processus de RNAi (initiation, maintien, propagation
systémique) (Anandalakshmi et al., 1998 ; Brigneti et al., 1998 ; Kasschau et Carrington, 1998 ;
Voinnet et al., 1999 ; Voinnet et al., 2000 ; Guo et Ding, 2002 ; Pfeffer et al., 2002 ; Silhavy et al.,
2002 ; Takeda et al., 2002 ; Yelina et al., 2002 ; Bucher et al., 2003 ; Reed et al., 2003 ; Liu et al.,
2004b).

1.4.5 RNAi et guidage de l’hétérochromatinisation

Ces deux dernières années, le champ d’action du RNAi s’est étendu dans une direction sur-
prenante : chez des espèces très distinctes (la levure à fission Schizosaccharomyces pombe et
deux Vertébrés, l’Homme et le Poulet), des gènes effecteurs du RNAi se sont avérés nécessaires
à la cohésion des chromatides sœurs en mitose (Provost et al., 2002b ; Volpe et al., 2003 ;
Schramke et Allshire, 2003 ; Fukagawa et al., 2004). Le RNAi semble en effet nécessaire à
l’hétérochromatinisation des centromères, qui est elle-même requise pour le recrutement de la
cohésine Rad21, qui assure l’arrimage des deux chromatides.

Un autre rôle inattendu s’est révélé récemment, avec l’implication du RNAi dans les réarran-
gements chromosomiques qui accompagnent la différenciation du macronoyau des Ciliés (Mo-
chizuki et al., 2002 ; Garnier et al., 2004). Là encore, l’action du RNAi semble passer par
l’hétérochromatinisation de séquences spécifiques.

RNAi et hétérochromatinisation chez Schizosaccharomyces pombe

En 2002, T. Volpe et ses collaborateurs ont rapporté une observation surprenante : la muta-
tion, chez la levure à fission Schizosaccharomyces pombe, de l’un des trois gènes ago1 (l’unique
gène argonaute chez S. pombe), dcr1 (l’unique gène dicer) et rdp1 (la polymérase d’ARN
dépendant de l’ARN, abrégée RdRP en anglais) aboutit à l’expression d’ARN issus de la trans-
cription des répétitions centromériques externes, à partir des deux brins, et à la dérépression de
transgènes insérés dans ces répétitions (Volpe et al., 2002). La figure 1.17 présente l’organisation
des centromères de S. pombe.
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Fig. 1.17 – Organisation des centromères de Schizosaccharomyces pombe. Figure tirée de
Volpe et al., 2002. Les répétitions externes sont représentées par des flèches orange et vertes,
et appelées « otr » ; les régions internes sont appelées « imr », et la région centrale, « cnt ». Le
schéma représente les centromères des chromosomes n°1 (« cen1 »), 2 (« cen2 ») et 3 (« cen3 »).
Les rectangles jaunes indiquent les régions contenant un ou plusieurs gène(s) d’ARNt.

Chez la levure sauvage, l’un des deux brins (appelé forward par convention) n’est pas trans-
crit, et l’autre (appelé reverse) est transcrit, mais ses ARN sont dégradés post-transcriptionnel-
lement, puisqu’ils sont indétectables dans l’ARN total. Chez chacun des trois mutants pour la
machinerie du RNAi, en revanche, les deux brins sont transcrits à des taux comparables, et
leurs ARN s’accumulent. Enfin, chez le mutant de Swi6 (Swi6 est l’orthologue de la protéine
de l’hétérochromatine HP1 des Vertébrés et de la Drosophile), les deux brins sont transcrits,
mais seul l’ARN forward est détectable (Volpe et al., 2002). Ainsi, ces mutations du RNAi
dérépriment post-transcriptionnellement le brin reverse, et transcriptionnellement le brin for-
ward. La dérépression transcriptionnelle semble due à la perte de la structure hétérochromatique
chez les trois mutants du RNAi : l’histone H3 de la chromatine des répétitions centromériques
externes est moins méthylée sur la lysine 9, et plus méthylée sur la lysine 4, chez ces mutants
que dans les cellules sauvages. Cet effet serait responsable de la perte de la protéine Swi6 sur
le transgène inséré dans les répétitions centromériques, d’où sa dérépression transcriptionnelle.
Enfin, une expérience d’immuno-précipitation montre que la RdRP Rdp1 est associée à la chro-
matine des répétitions centromériques externes, et que Dcr1 n’y est pas associée.

Ainsi, chez la levure sauvage, l’ARN reverse, faiblement transcrit, serait dégradé en perma-
nence par la machinerie du RNAi. Cette dégradation pourrait être le fait de Dcr1 (et il faudrait
alors que l’ARN reverse soit sous forme double brin ; il faudrait aussi expliquer la dépendance à
Ago1 : pourquoi la dégradation par Dcr1 nécessiterait-elle un gène ago1 fonctionnel ?), ou bien,
l’ARN reverse pourrait être clivé par RNAi guidé par des siRNA, produits par Dcr1. Dans la
première hypothèse, le brin apparié à l’ARN reverse pourrait provenir de la transcription du
deuxième brin d’ADN (mais, puisqu’il semble nettement moins transcrit, il est difficile de conce-
voir que cette transcription suffise à produire autant d’ARN forward qu’il y a d’ARN reverse,
pour que la totalité de l’ARN reverse soit sous forme bicaténaire), ou, plus probablement, de
la polymérisation par la RdRP, sur l’ARN reverse, d’un brin complémentaire. Dans la seconde
hypothèse, la réaction de clivage guidée par les siRNA nécessiterait Ago1 et l’activité de Rdp1,
qui fournirait un substrat à Dcr1 (Rdp1 pourrait donc contribuer à la production des siRNA,
d’où l’effet de la mutation de rdp1 ). Simultanément à ces travaux, une autre équipe a cloné 61
petits ARN phosphorylés en 5´, et hydroxylés en 3´, à partir de S. pombe : parmi ces 61 ARN,
49 étaient des produits de dégradation d’ARNr ou d’ARNt, mais les 12 autres étaient tous issus
des répétitions centromériques, ou de séquences immédiatement voisines (Reinhart et Bartel,
2002). Puisque les ARN forward et reverse ne semblent pas pouvoir se replier en structures en
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tiges-boucles, ces petits ARN ne sont probablement pas des microARN, mais plutôt les produits
de la digestion par Dcr1 de l’ARN double brin formé par les ARN forward et reverse (Volpe
et al., 2002). Ces petits ARN pourraient ensuite guider la modification des histones de leur lo-
cus ; par exemple, Rdp1, qui interagit avec la chromatine, et probablement aussi avec les siRNA,
pourrait jouer un rôle dans la réaction (Volpe et al., 2002).

Peu de temps après, il était démontré que le RNAi est aussi responsable de la nucléation de
l’hétérochromatinisation de la région de type sexuel (appelée : région mat), qui contrôle le type
sexuel de S. pombe27 : ce locus contient une séquence, appelée cenH, très similaire aux répétitions
centromériques externes, et dont la machinerie du RNAi est nécessaire à l’hétérochromatinisation
(Hall et al., 2002). Plus précisément, le RNAi est dispensable pour le maintien de la structure
hétérochromatique de la région mat, mais si un traitement chimique, ou un contexte génétique
particulier, a éliminé les marques hétérochromatiniennes de la région, les mutants du RNAi
sont incapables de la ré-hétérochromatiniser. L’hétérochromatinisation semble se nucléer sur
la séquence cenH, puis se propager (par un mécanisme faisant intervenir Swi6 et la méthyl-
transférase de la lysine 9 de l’histone H3, Clr4) aux séquences voisines, jusqu’aux premiers
éléments frontières (Hall et al., 2002).

Cependant, un mécanisme supplémentaire, indépendant de la machinerie du RNAi, finit par
nucléer, avec une faible efficacité, l’hétérochromatinisation de la région mat chez les mutants
ago1−, dcr1− et rdp1− (Hall et al., 2002). Ce deuxième mécanisme semble reposer sur la recon-
naissance de deux séquences du locus par les protéines Atf1 et Pcr1, qui seraient capables, tout
comme les composants du RNAi, de provoquer une hétérochromatinisation qui se répand sur
tout le locus (Jia et al., 2004).

Le guidage de l’hétérochromatinisation par le RNAi semble pouvoir fonctionner aussi en
trans, puisque l’expression d’un ARN capable de se replier en une longue tige-boucle provoque
l’hétérochromatinisation d’un locus qui porte la séquence de l’un des brins de la tige (Schramke
et Allshire, 2003). Curieusement, ce phénomène (et, plus précisément, la production de petits
ARN d’une vingtaine de nucléotides, à partir de la tige-boucle) est dépendant de Clr4. Cette
méthyl-transférase de la lysine 9 de l’histone H3 est donc nécessaire à la digestion, par Dcr1,
d’un long ARN double brin.

La même étude a montré que les longues répétitions terminales (LTR, pour : long terminal
repeats, en anglais) de rétrotransposons pouvaient contrôler l’expression de gènes voisins par une
hétérochromatinisation dépendante du RNAi : plusieurs gènes spécifiquement exprimés après la
privation de nutriments azotés (connue pour induire la différenciation sexuelle chez S. pombe)
sont localisés à proximité de LTR, et sont déréprimés dans un milieu riche en nutriments azotés
si l’un des gènes du RNAi (ago1, dcr1 ou rdp1 ) ou de protéines de l’hétérochromatine (swi6 ou
clr4 ) est muté. Or, la chromatine des LTR du voisinage de deux de ces gènes est condensée en
hétérochromatine dans les cellules sauvages, et décondensée si l’un des trois gènes du RNAi, ou
clr4, est muté ; ces LTR sont nécessaires à la répression, en milieu riche en nutriments azotés,
des deux gènes voisins. Enfin, alors qu’aucun transcrit issu de ces LTR n’est détecté dans les
levures sauvages, des ARN issus de la transcription des deux brins sont détectés chez les mutants
ago1∆, dcr1∆, rdp1∆ et chez un mutant clr4, et l’ARN issu de la transcription d’un seul brin
est détecté chez le mutant swi6∆ (Schramke et Allshire, 2003) : la répression de ces LTR est donc
très similaire à la répression des répétitions centromériques externes (voir plus haut), et semble,
là aussi, impliquer une contribution transcriptionnelle (sur l’un des brins), et une contribution
post-transcriptionnelle, par RNAi, sur l’autre brin.

27Ce locus de 20 kb contient deux séquences, mat2 et mat3. Une recombinaison peut copier l’une de ces séquences
au site d’expression mat1, et la nature de la séquence portée par mat1 détermine le type sexuel de la levure. La
région de type sexuel est donc une région transcriptionnellement inactive, qui stocke les séquences mat2 et mat3
qui servent à chaque changement de type sexuel.
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Enfin, la purification d’un complexe associé à Chp1 (une protéine impliquée dans une étape
précoce de l’hétérochromatinisation, et dont la mutation conduit à un phénotype sembable à celui
des mutants de la machinerie du RNAi) a montré que cette protéine interagissait avec Ago1,
une protéine de fonction alors inconnue, baptisée Tas3 (pour : targeting complex subunit 3 ), et
des petits ARN d’environ 22 à 25 nt, dont la production dépend de Dcr1 (Verdel et al., 2004).
Ce nouveau complexe a été baptisé RITS, pour : RNA-induced initiation of transcriptional
gene silencing . Les petits ARN du complexe RITS contiennent, au moins en partie, les siRNA
hétérochromatiques issus des répétitions centromériques, clonés par Reinhart et Bartel, 2002
(voir plus haut). Toutefois, le complexe RITS ne semble pas contenir de siRNA issus de LTR.
Les auteurs suggèrent que les siRNA issus de LTR sont beaucoup moins abondants que les siRNA
issus des répétitions centromériques, ce qui compliquerait leur détection.

Le complexe RITS est associé à la chromatine des répétitions centromériques, et l’association
des composants du complexe à la chromatine dépend à la fois de Tas3 et Ago1, mais également de
Dcr1 et Rdp1, qui ne semblent pourtant pas participer au complexe. La localisation du complexe
sur ses cibles chromatiniennes serait donc due à ses composants ribonucléiques, les siRNA, qui
guideraient le complexe sur les régions génomiques homologues.

La figure 1.18, page 84, présente l’hypothèse, présentée par les auteurs de ce travail, pour
expliquer l’intervention de la machinerie du RNAi dans le guidage de l’hétérochromatinisation.

L’hétérochromatinisation des séquences centromériques, nucléée par l’action du RNAi, est à
la fois nécessaire (Volpe et al., 2003) et suffisante (Schramke et Allshire, 2003) au recrutement
de la cohésine Rad21 sur la chromatine centromérique. Cette protéine, dont la localisation aux
centromères dépend de Swi6, est responsable de la cohésion des centromères des deux chro-
matides sœurs avant l’anaphase (Bernard et al., 2001). Ce rôle de l’hétérochromatinisation des
centromères dans la cohésion des chromatides explique vraisemblablement les anomalies de la
ségrégation des chromosomes, à la mitose, chez les mutants ago1, dcr1, et rdp1 (Volpe et al.,
2003).

RNAi et méthylation de l’ADN chez les Plantes

Chez les Plantes, de nombreux exemples de répression post-transcriptionnelle dépendant de
l’homologie (appelée : PTGS) ont été décrits depuis la fin des années 1980 ; il apparâıt à présent
que le PTGS est une interférence à ARN (Cogoni et Macino, 2000 ; Hannon, 2002 ; Matzke et
Matzke, 2004).

Plusieurs cas de PTGS sont associés à une méthylation du gène-cible de cette répression
(Ingelbrecht et al., 1994 ; Baulcombe, 1996b ; Sijen et al., 1996 ; Smith et al., 1996 ; Wassenegger
et Pélissier, 1998 ; Mette et al., 1999). La relation entre la méthylation des gènes impliqués et
leur répression post-transcriptionnelle, a fait débat : la méthylation de l’ADN pouvait perturber
sa transcription, et aboutir à la production d’ARN dits aberrants (par exemple, tronqués), qui
seraient reconnus en tant que tels par la machinerie du PTGS, et dégradés (la méthylation de
l’ADN serait alors une cause du PTGS) (Baulcombe, 1996b). Alternativement, la méthylation de
l’ADN pourrait n’être qu’une conséquence du PTGS (Wassenegger et Pélissier, 1998). En effet,
chez Neurospora crassa, un mutant incapable de méthyler les cytosines est quand même réprimé,
et, chez les Plantes, on connâıt de nombreux exemples de PTGS sans méthylation d’ADN, et
une souche de Tabac qui manifeste un PTGS pour le gène npt II transcrit le gène au même
niveau que les souches réprimées. Cette observation rappelle celle de Van Blokland et coll., qui
avaient montré que le gène chs A, réprimé post-transcriptionnellement, était transcrit en entier
(Van Blokland et al., 1994).

Depuis, il a été établi que les gènes impliqués dans le RNAi sont nécessaires à la méthylation
de novo d’au moins deux loci (Chan et al., 2004) chez Arabidopsis thaliana, et les siRNA sont
bien capables de guider la méthylation de séquences d’ADN homologues chez A. thaliana et
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Fig. 1.18 – RNAi et guidage de l’hétérochromatinisation des répétitions cen-
tromériques. Figure tirée de Verdel et al., 2004. Le clivage, par Dicer (Dcr1), de longs ARN
double brin issus de la transcription des répétitions centromériques, libère des siRNA qui peuvent
guider le complexe RITS (représenté en orange ; le complexe dit « inactif » est constitué des
protéines de RITS, sans son composant ARN) sur l’ADN des répétitions centromériques, ou
les transcrits naissants de ces régions (flèches bleues). L’association du complexe RITS à la
chromatine recruterait la protéine Clr4, laquelle méthylerait les lysines 9 des histones H3 loca-
lement ; cette hétérochromatinisation se propagerait ensuite aux séquences avoisinantes, par un
mécanisme impliquant la protéine Swi6.

Nicotiana benthamiana (Jones et al., 1999 ; Aufsatz et al., 2002). En particulier, un transgène
transcrit en ARN susceptible de se replier en une longue tige-boucle (et qui produit de petits
ARN d’environ 23 nt) provoque la méthylation d’un transgène homologue sur les cytosines dites
« symétriques » (c’est à dire : les cytosines des dinucléotides CpG et des trinucléotides CpNpG) et
sur les cytosines dites « asymétriques » (les cytosines des autres contextes de séquence). Lorsque,
après reproduction sexuée, le transgène répresseur (transcrit en un ARN qui se replie en tige-
boucle) et le transgène-cible ségrègent, la méthylation de ce dernier est perdue sur les sites
asymétriques, mais maintenue sur les sites symétriques, reflétant probablement l’action d’une
méthyl-transférase de maintien. La production des petits ARN semble donc nécessaire pour la
méthylation de novo de la séquence-cible. La méthyl-transférase de novo responsable de l’activité
catalytique serait DRM1 ou DRM2 (Cao et al., 2003).

RNAi et réarrangements chromosomiques chez les Ciliés

Les Ciliés sont des Protozoaires qui possèdent deux types de noyaux : le micronoyau est
diplöıde, et transcriptionnellement inactif, alors que le macronoyau, polyplöıde (il contient plu-
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sieurs centaines de copies du génome), est transcriptionnellement actif. Après chaque événement
de reproduction sexuée (par conjugaison avec un autre individu, ou par autoconjugaison ; les
partenaires échangent des noyaux haplöıdes, issus de la méiose de leur micronoyau), un noyau
diplöıde dit « zygotique », issu de la fusion de deux noyaux haplöıdes, se divise par mitose ;
l’un des noyaux issus de cette mitose devient le nouveau micronoyau de la cellule, et l’autre se
différencie en macronoyau (selon les Ciliés, le nombre de mitoses du noyau zygotique peut varier,
et avec lui, le nombre de micronoyaux et de macronoyaux par cellule). L’ancien macronoyau est
dégradé pendant les cycles cellulaires suivants. Au cours de la différenciation du macronoyau,
chaque chromosome subit de nombreuses réplications, les chromosomes sont fragmentés, et des
télomères ajoutés aux nouvelles extrémités (les chromosomes macronucléaires sont donc plus
courts que les chromosomes micronucléaires), et de nombreuses séquences sont excisées, et leurs
régions flanquantes, raboutées. Ces séquences, spécifiquement micronucléaires, sont appelées
« IES », pour : internal eliminated sequences. Alors que la fragmentation des chromosomes est
relativement imprécise (les zones de fragmentation sont définies à quelques centaines de paires de
bases près), l’excision des IES est précise au nucléotide près. Le déroulement de la conjugaison
des Ciliés est schématisé sur la figure 1.19.

Lorsqu’un plasmide portant la séquence d’une IES est introduit dans le macronoyau parental,
cette IES n’est pas excisée du macronoyau en développement (Duharcourt et al., 1995 ; Chal-
ker et Yao, 1996), et réciproquement, la délétion dans le macronoyau parental d’une séquence
habituellement retenue dans le macronoyau provoque son élimination dans le macronoyau en
développement (Forney et al., 1996). Il s’établit donc une communication entre l’ancien ma-
cronoyau et le macronoyau en développement, qui influence le choix des séquences éliminées
de manière spécifique. Une telle spécificité de séquence fait probablement intervenir des appa-
riements entre acides nucléiques : il avait donc été proposé que des ARN pourraient diffuser
entre l’ancien macronoyau et le macronoyau en développement, et participer à la sélection des
séquences éliminées en comparant les séquences des deux macronoyaux (Duharcourt et al., 1995 ;
Meyer et al., 1997 ; Meyer et Garnier, 2002). Effectivement, de petits ARN (d’environ 28 nt) ho-
mologues de séquences spécifiquement micronucléaires sont détectés au cours du développement
macronucléaire chez le Cilié Tetrahymena ; leur accumulation dépend d’une protéine de la famille
PPD (cette famille doit son nom aux domaines PAZ et Piwi ; ses membres sont impliqués dans
le RNAi dans une grande variété d’espèces), appelée Twi1p (Mochizuki et al., 2002). Lorsque
le gène Twi1 est délété, Tetrahymena n’élimine pas les IES du macronoyau en développement,
et fragmente peu les chromosomes du futur macronoyau ; les petits ARN ne sont pas détectés
dans le mutant Twi1. Ces observations, associées à celle du comportement de la protéine Twi1p
au cours du développement macronucléaire (cytoplasmique au début du processus, elle com-
mence par se localiser dans l’ancien macronoyau, puis dans le macronoyau en développement),
suggèrent que Twi1p et les petits ARN participent, ensemble, à une comparaison des deux ma-
cronoyaux, et que leur action se traduit par la délétion, dans le macronoyau en développement,
des séquences absentes de l’ancien macronoyau (par exemple, ces petits ARN pourraient provenir
de transcrits du génome micronucléaire, et dans l’ancien macronoyau, les ARN complémentaires
de séquences macronucléaires seraient dégradés, et les ARN restants, donc complémentaires des
séquences spécifiquement micronucléaires, pourraient guider l’élimination, dans le macronoyau
en développement, des séquences homologues) (Mochizuki et al., 2002). Ces petits ARN sont sen-
siblement plus longs que les siRNA observés chez les autres espèces, mais ils ont des extrémités
(5´ phosphorylée, 3´ hydroxylée) typiques des produits de clivage de Dicer. Simultanément, un
autre laboratoire montrait que la chromatine des séquences spécifiquement micronucléaires est
modifiée (la lysine 9 de l’histone H3 est méthylée) au début du développement macronucléaire,
et que le ciblage de cette modification épigénétique sur une séquence donnée semble suffisant
pour en promouvoir l’excision dans le futur macronoyau (Taverna et al., 2002).

Il a ensuite été démontré que l’injection, dans le cytoplasme de cellules de Tetrahymena après
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Fig. 1.19 – La conjugaison des Ciliés. Les micronoyaux sont représentés en teinte claire
(vert clair, et rouge clair), et les macronoyaux en teinte sombre (vert sombre et rouge sombre).
Le micronoyau de chaque partenaire subit une méiose, et deux des noyaux haplöıdes résultants
sont dégradés ; l’un des deux autres est transmis à l’autre partenaire, et le dernier fusionne avec
le noyau reçu de l’autre partenaire. Le noyau diplöıde ainsi constitué (« noyau zygotique ») subit
un nombre variable de mitoses, selon les espèces (sur ce schéma, il n’en subit qu’une), et la moitié
des noyaux formés deviendra des micronoyaux, l’autre moitié se différenciera en macronoyaux
(par polyplöıdisation, fragmentation des chromosomes et ajout de télomères, et élimination des
IES ; voir texte). L’ancien macronoyau se disloque, et est progressivement éliminé au cours des
divisions suivantes. N.B. : selon les Ciliés, le nombre de micro- et de macronoyaux par cellule
peut varier, en raison de différences entre les nombres de duplications entre chaque étape.

conjugaison, de longs ARN double brin provoquait l’excision des séquences homologues dans le
macronoyau en développement Yao et al., 2003, et que l’abolition de la méthylation de la lysine 9
de l’histone H3 était épistatique sur la production des petits ARN (Liu et al., 2004c). Il semble
donc que, dans la suite d’événements qui conduit à la sélection des séquences éliminées, les petits
ARN jouent un rôle plus précoce que celui de la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 ; il
est donc probable que, comme chez la levure à fission (voir p. 80), de petits ARN produits par
Dicer guident cette modification de la chromatine ; ensuite, les séquences portant des histones
H3 méthylées sur la lysine 9 seraient excisées (Liu et al., 2004c).

Le modèle de comparaison des deux macronoyaux par l’intermédiaire de petits ARN est
présenté en figure 1.20, page 87.

Il faut toutefois noter que la comparaison entre les deux macronoyaux (ancien et nouveau)
n’est pas le seul déterminant de la sélection des séquences excisées, puisque les expériences de
guidage artificiel d’excisions par le ciblage de la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3
(Taverna et al., 2002), ou par des ARN double brin (Yao et al., 2003), mettent bien en évidence



1.4. MICROARN, SIRNA ET LEUR MÉTABOLISME 87

l’élimination spécifique des séquences visées, mais les bornes de ces excisions sont moins précises
que dans le cas de l’élimination des IES naturelles. Le contexte de séquence des IES pourrait
donc influencer leur excision, ce qui expliquerait quelques difficultés du modèle de guidage par
les petits ARN (Mochizuki et al., 2002).

Fig. 1.20 – Modèle de sélection des séquences éliminées lors du développement
macronucléaire de Tetrahymena. Figure tirée de Mochizuki et Gorovsky, 2004. Le génome
du micronoyau (représenté par l’ellipse vert pomme, en haut) est transcrit à partir des deux
brins ; les ARN double brins résultants (flèches noires en zig-zag) seraient clivés en siRNA, et
rejoindraient l’ancien macronoyau (ellipse vert pastel). Tous les siRNA homologues de séquences
macronucléaires (ces séquences d’ADN sont représentées par un trait noir épais) seraient dégradés
(ils sont représentés par des zig-zags en pointillés), et seuls les siRNA homologues des séquences
éliminées (ces séquences d’ADN sont représentées par un trait en pointillés) se maintiendraient
(ils sont représentés par des zig-zags en trait plein). Ils migreraient ensuite dans le macro-
noyau en développement (représenté par l’ellipse vert pomme, en bas), où ils s’apparieraient aux
séquences spécifiquement micronucléaires (représentées en vert vif) ; cette reconnaissance abou-
tirait à une hétérochromatinisation des séquences spécifiquement micronucléaires, avant qu’un
système spécialisé n’élimine les séquences hétérochromatinisées.

Un phénomène très similaire semble prendre place chez un autre Cilié, la Paramécie, puis-
qu’un traitement aux ARN double brin (exprimés par les bactéries dont se nourissent les pa-
ramécies) provoque la délétion imprécise des séquences homologues (Garnier et al., 2004). De
petits ARN sont également détectés chez la Paramécie, mais leur taille est différente (ils font
principalement 22 à 23 nt) et ils sont aussi observés pendant la vie végétative, où ils semblent
responsables de répressions par RNAi, alors que les petits ARN de Tetrahymena ne sont détectés
que pendant la conjugaison. Les ARN de 22 à 23 nt de la Paramécie ne sont donc pas forcément
les effecteurs de la comparaison entre les deux macronoyaux : ce pourraient être des siRNA
simplement capables de guider des dégradations d’ARN complémentaires par RNAi. Une autre
classe de petits ARN réaliserait la comparaison des génomes de l’ancien et du futur macronoyau,
comme chez Tetrahymena. Dans le cadre de cette hypothèse, il est tentant d’imaginer que l’acide
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nucléique avec lequel s’hybrident ces petits ARN dans l’ancien macronoyau n’est pas l’ADN, mais
plutôt les ARN transcrits dans l’ancien macronoyau, qui pourraient représenter la totalité de sa
séquence. Dans ce cas, les siRNA de 22 à 23 nt, capables de guider la dégradation des ARN de
l’ancien macronoyau, pourraient dépléter l’ancien macronoyau des ARN homologues, qui ne se-
raient donc pas perçus comme séquences macronucléaires, et dont les séquences seraient excisées
du macronoyau en développement.

Ce modèle expliquerait une observation surprenante : alors que l’introduction d’un nombre
limité de copies d’une séquence donnée dans l’ancien macronoyau provoque sa rétention dans
le macronoyau en développement (cf plus haut), l’introduction d’un grand nombre de copies
a l’effet inverse, elle induit l’élimination des séquences homologues dans le macronoyau en
développement. Or, seules les séquences introduites en grand nombre de copies provoquent la
production de siRNA, et répriment les gènes homologues, en croissance végétative. Ainsi, dans
ce modèle, les séquences réprimées post-transcriptionnellement en croissance végétative seraient,
en plus, excisées du génome macronucléaire après la conjugaison suivante (Garnier et al., 2004).

Implications génétiques du RNAi dans l’hétérochromatinisation chez les Métazoaires

Chez la Drosophile, trois mutations qui affectent la maturation des siRNA (des mutations sur
les gènes aubergine/sting, spindle-E/homeless et piwi) provoquent également la délocalisation
de la protéine de l’hétérochromatine HP1, et une réduction de la méthylation de la lysine 9 de
l’histone H3 (Pal-Bhadra et al., 2004). Cette délocalisation se traduit notamment par la perte de
répression d’un gène rapporteur white inséré dans la chromatine péricentromérique. La quantité
globale de protéine HP1 n’est pas affectée, donc il semble que l’adressage de la protéine vers ses
séquences-cibles, plus que sa stabilité, dépende de la machinerie du RNAi. De plus, la mutation
du gène piwi déréprime un transgène normalement réprimé transcriptionnellement, sans que la
base moléculaire de cette dérépression soit connue (en particulier, les modifications des histones
n’ont pas été analysées) (Pal-Bhadra et al., 2002).

Chez les Vertébrés, des siRNA pourraient également diriger l’hétérochromatinisation de
séquences homologues : des cellules hybrides Poulet-Homme (ce sont des cellules DT40 de Poulet,
dans lesquelles un chromosome 21 humain a été introduit par micromanipulation), dans lesquelles
le gène Dicer est sous le contrôle d’un promoteur répressible par la tétracycline, présentent de
graves défauts de ségrégation des chromosomes (qui concernent aussi bien le chromosome 21 hu-
main que les chromosomes de Poulet) après traitement à la tétracycline (Fukagawa et al., 2004).
Ces défauts semblent dus tout à la fois à une séparation précoce des chromatides sœurs, et à
une anomalie du « point de contrôle de la mitose » (système de contrôle qui inhibe la transition
en anaphase tant que tous les chromosomes ne sont pas alignés sur la plaque métaphasique,
chaque chromatide reliée au fuseau mitotique par les deux faces du kinétochore). Comme chez
les mutants du RNAi de S. pombe (voir p. 83), la séparation précoce des chromatides est la
conséquence d’une délocalisation de la cohésine Rad21, qui est diffuse dans le noyau des cellules
privées de Dicer, et concentrée aux centromères dans les cellules non traitées à la tétracycline.
Quant au défaut du point de contrôle mitotique, il pourrait être dû à une mauvaise reconnais-
sance des centromères par le complexe du point de contrôle, dont l’un des constituants, BubR1,
n’est pas retrouvé sur les centromères des chromatides séparées prématurément (sa localisation
habituelle, dans des cellules sauvages).

Les auteurs proposent que les séquences répétées des centromères (les satellites α21-I et
α21-II, sur le chromosome humain 21) sont faiblement transcrites, à partir des deux brins,
et que l’ARN double brin résultant soit digéré par Dicer en siRNA qui guideraient ensuite
l’hétérochromatinisation de leur locus ; que le modèle qui avait été proposé pour la levure à
fission (voir page 81) s’appliquerait donc chez les Vertébrés. Et effectivement, des transcrits
sens et antisens des satellites α (à peine détectables en conditions normales) s’accumulent en
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l’absence de Dicer (Fukagawa et al., 2004). Mais les petits ARN prédits ne sont pas détectés
de façon convaincante en conditions normales, et le signal que les auteurs leur attribue est
incomparablement plus intense en l’absence de Dicer (les auteurs suggèrent que ces ARN sont
issus d’une activité résiduelle de Dicer).

En revanche, un transgène qui permet l’expression de longs ARN double brin contre un
gène-cible, dans les ovocytes de Souris, n’en guide pas la méthylation (Svoboda et al., 2004b).
Ce résultat n’est peut-être pas généralisable à tous les types cellulaires de Vertébrés, mais les
auteurs font remarquer que l’ovocyte de Souris manifeste une activité de méthylation de l’ADN
de novo (responsable notamment de la mise en place des empreintes maternelles sur l’ADN du
futur gamète : voir page 26), et que les conditions étaient donc favorables à ce que le gène-cible
soit méthylé. Il ne leur a pas été possible d’étudier l’effet de la transcription de l’ARN double
brin sur la méthylation en cis de son propre gène pour des raisons techniques. Il reste donc
possible que, dans ce système, les ARN bicaténaires guident une méthylation de l’ADN, mais
que cet effet ne puisse avoir lieu qu’en cis, sur leur propre gène.

Dans un système cellulaire en culture, un groupe indépendant a confirmé que la transcription
d’ARN en tige-boucle ne guide pas la méthylation d’un promoteur homologue chez les Vertébrés ;
mais un traitement qui facilite l’accès des acides nucléiques au noyau lui permet de réprimer la
transcription contrôlée par ce promoteur avec une grande efficacité, et cette répression s’accom-
pagne d’une méthylation du promoteur (Morris et al., 2004). Il semble donc que les petits ARN
ont la capacité intrinsèque de guider la méthylation de séquences d’ADN dans ce système, mais
que leur localisation cytoplasmique les en empêche.

Cependant, un autre laboratoire rapporte un cas de méthylation d’ADN guidé par des siRNA
homologues, dans des cellules humaines, sans qu’un traitement particulier leur facilite l’accès au
noyau (Kawasaki et Taira, 2004). Dans ce système (des cellules MCF-7 — ce sont des cellules
épithéliales humaines tumorales — et des cellules épihéliales humaines saines en culture), la
méthylation guidée par les siRNA nécessite à la fois la présence de la méthyl-transférase de
maintien Dnmt1, et la méthyl-transférase de novo Dnmt3b.

Régulation du RNAi

Alors que de nombreuses mutations abolissent le RNAi (c’est ainsi qu’ont été identifiés la plu-
part des acteurs du RNAi), peu de mutations l’activent. C’est toutefois le cas des deux mutations
décrites par Dehio et Schell en 1994, qui permettent au RNAi de réprimer un transgène dans
les graines d’Arabidopsis thaliana, alors que les graines sauvages ne répriment pas le transgène
(Dehio et Schell, 1994). Les deux loci identifiés dans ce crible, baptisés egs1 et egs2 (pour :
enhancer of gene silencing) n’ont cependant pas été caractérisés plus en détail.

Chez le Nématode, les cellules nerveuses sont réfractaires au RNAi : la plupart des ARNm ne
sont pas dégradés dans les neurones, après un traitement aux ARN double brin. Un mutant qui
réalise un RNAi efficace dans les neurones a été isolé : le gène sur lequel il est muté, appelé eri-1
(pour : enhanced RNAi), code une nucléase qui clive spécifiquement les siRNA in vitro (Kennedy
et al., 2004). Plusieurs Vertébrés, et la levure à fission, possèdent un orthologue de eri-1, et la
protéine humaine clive elle aussi les siRNA in vitro. L’expression de eri-1 est régulée, chez le
Nématode : il est principalement exprimé dans quelques neurones et dans la spermathèque (un
autre organe où le RNAi est peu efficace), mais aussi, faiblement, dans le reste de l’organisme,
ce qui explique probablement ses effets ubiquitaires sur certains gènes (Kennedy et al., 2004).

Une autre protéine, RRF-3, inhibe le RNAi dans les neurones du Nématode, et curieusement,
elle appartient à une famille de polymérases à ARN dépendant de l’ARN (RdRP) putatives, alors
que des RdRP sont nécessaires au processus de RNAi chez plusieurs espèces (Simmer et al., 2002).
Les auteurs proposent que cette protéine entre en compétition avec des RdRP impliquées dans
le RNAi, pour l’association à des partenaires communs.
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Enfin, des observations étonnantes suggèrent que les déaminases à adénine de l’ARN (qui
convertissent les adénines en inosines dans les ARN double brin) pourraient réguler également
le RNAi chez le Nématode (et, à nouveau, ces protéines sont fortement exprimées dans les
neurones) : des transgènes (transcrits en ARN qui se replient en longues tiges-boucles) deviennent
sensibles au RNAi lorsque les deux déaminases à adénine de l’ARN du Nématode sont mutées
(Knight et Bass, 2002) ; et la mutation de gènes nécessaires au RNAi sauve le phénotype de
mutants des déaminases à adénine de l’ARN (Tonkin et Bass, 2003). Il est possible que les
déaminases, en convertissant les adénines en inosines, détruisent la structure bicaténaire de
leurs substrats, et donc, en empêchent le clivage par Dicer et ses partenaires (Tonkin et Bass,
2003).
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1.5 ARN non-codants et contrôle transcriptionnel

1.5.1 ARN non-codants et compensation de dose

Le nombre de copies des hétérosomes (ou : chromosomes sexuels) présente la particularité
de dépendre du sexe de l’individu : ainsi, chez les Oiseaux, les mâles portent deux chromosomes
sexuels homologues, appelés « Z » (les mâles sont dits « homogamétiques »), et les femelles, un
chromosome Z et un chromosome appelé « W » (elles sont dites « hétérogamétiques »), alors que,
par exemple, chez les Insectes, les mâles, hétérogamétiques, possèdent un chromosome appelé
« X » et un chromosome appelé « Y » et les femelles, homogamétiques, possèdent deux chromo-
somes X. Chez les Mammifères également, les femelles sont homogamétiques (leurs chromosomes
sexuels sont aussi notés « X »), alors que les mâles sont hétérogamétiques (et leurs chromosomes
sexuels sont aussi notés «X » et «Y »). Des mécanismes de régulation, appelés « compensation de
dose », normalisent l’expression des gènes liés aux chromosomes sexuels dans les deux sexes chez
des espèces animales diverses (voir Meller, 2000 pour revue) : dans un système particulièrement
étudié (l’inactivation du chromosome X chez les femelles de Mammifères), l’un des deux chromo-
somes X est inactivé dans sa globalité (à l’exception de quelques gènes — voir plus bas — tous les
gènes de ce chromosome sont transcriptionnellement réprimés), si bien que les femelles, au même
titre que les mâles, ne possèdent qu’un chromosome X actif. Un autre cas a été relativement bien
décrit : l’hyperactivation du chromosome X des mâles de Drosophile. Dans cet exemple, les gènes
de l’unique chromosome X des mâles sont hypertranscrits, et de nombreux gènes portés par les
chromosomes X des femelles seraient de plus réprimés post-transcriptionnellement (Kelley et al.,
1995). Finalement, mâles et femelles de Drosophile expriment les gènes liés au chromosome X à
des taux comparables.

Ces deux phénomènes, l’inactivation d’un chromosome X chez les femelles de Mammifères,
et l’hyperactivation du chromosome X chez les mâles de Drosophile, font intervenir des ARN
non-codants, qui modulent l’activité transcriptionnelle de chromosomes entiers, en contrôlant la
mise en place de marques épigénétiques spécifiques28.

Les ARN non-codants Xist et Tsix et l’inactivation du chromosome X chez les
Mammifères

Chez les femelles de Mammifères, l’un des deux chromosomes X adopte une structure chroma-
tinienne très particulière, qui lui donne un aspect reconnaissable en microscopie (cette particule
dense, même pendant l’interphase, avait été décrite dès 1959 : Barr, 1959, et est connue sous
le nom de « corps de Barr »), et qui inhibe la transcription de tous les gènes du chromosome.
Tous ? Non. Plusieurs gènes portés par le chromosome X sont insensibles à la compensation de
dose (notamment dans les « régions pseudoautosomales », régions communes aux chromosomes
X et Y) (voir Brown et Greally, 2003, pour revue).

Alors que les cellules du placenta29 des embryons femelles de Souris inactivent systémati-
quement le chromosome X d’origine paternelle (Takagi et Sasaki, 1975), les cellules des em-
bryons femelles de Souris, et les cellules des embryons femelles humains, et de leurs tissus
extra-embryonnaires (Migeon et Do, 1979), inactivent aléatoirement le chromosome X d’ori-
gine paternelle ou maternelle (Lyon, 1961). Chez les Marsupiaux en revanche, les cellules des
embryons femelles inactivent toujours le chromosome X paternel (Cooper et al., 1971 ; Sharman,

28La compensation de dose n’implique cependant pas systématiquement des ARN non-codants : ainsi, chez
le Nématode Caenorhabditis elegans, la transcription sur chacun des deux chromosomes X des hermaphrodites
XX est divisée par deux, en comparaison à la transcription de l’unique chromosome X des mâles XY ou XO.
Le complexe responsable de la répression transcriptionnelle chez les hermaphrodites est constitué uniquement de
protéines (voir la revue de Meller, 2000).

29N.B. : le placenta dérive du trophectoderme qui, tout comme l’embryon, est issu de l’œuf fécondé ; il est donc
isogénique avec l’embryon.
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1971). Ainsi, chez les Marsupiaux et dans le placenta de Souris, l’inactivation du chromosome
X (qui dépend de l’origine parentale du chromosome) est un phénomène d’empreinte génomique
parentale (voir section 1.2), alors que dans les embryons (puis tout au long de la vie de l’indi-
vidu) des Mammifères placentaires, un mécanisme différent est à l’origine du choix, arbitraire,
du chromosome X qui sera inactivé.

Plus précisément, il apparâıt que le chromosome X paternel est systématiquement inac-
tivé, même dans l’embryon, au stade pré-implantatoire, mais que cette empreinte est perdue
spécifiquement dans les cellules de l’embryon pendant la maturation du blastocyste (Mak et al.,
2004 ; Okamoto et al., 2004) ; le chromosome X inactif est ensuite choisi aléatoirement dans
chaque cellule de l’embryon.

L’étude de translocations, qui fusionnaient des séquences du chromosome X avec d’autres
chromosomes, a mis en évidence une région régulatrice, appelée Xic (pour : X inactivation
center, centre d’inactivation du X, en anglais), nécessaire (Russell, 1963) et suffisante (Eicher,
1970) pour nucléer l’inactivation, qui peut ensuite se propager aux séquences adjacentes. La
définition de ce centre d’inactivation a été progressivement précisée, grâce à l’analyse de nom-
breux réarrangements (voir par exemple Brown et al., 1991b), en particulier dans un système
cellulaire qui récapitule le phénomène d’inactivation (Rastan et Robertson, 1985). Le Xic mini-
mal est une région de 80 kb, décrite en 1999 (Lee et al., 1999b). Le « comptage » (évaluation du
nombre de chromosomes X par jeu d’autosomes, responsable de la restriction de l’inactivation
du chromosome X aux cellules femelles) implique également des séquences de Xic : des cellules
qui ne possèdent qu’un chromosome X peuvent inactiver cet unique chromosome s’il est délété
pour une partie du locus Xic, alors qu’il reste actif si Xic est intact (Clerc et Avner, 1998 ; Morey
et al., 2004).

Des séquences localisées dans Xic affectent la probabilité, pour un chromosome X donné,
d’être choisi pour l’inactivation. Ces séquences constituent l’« élément de contrôle du X » (Xce,
pour : X controlling element), dont il existe plusieurs allèles, dont les influences sur le choix
du chromosome qui les porte sont différentes : alors que les cellules homozygotes pour Xce
inactivent l’un ou l’autre de leurs chromosomes X avec des probabilités très voisines (environ
0,5 pour chacun, donc), les cellules hétérozygotes vont préférentiellement inactiver l’un des deux
(son allèle Xce est dit « faible »), et maintenir l’autre chromosome X actif (son allèle Xce est dit
« fort ») (Rastan, 1982).

Le locus Xic héberge de plus le gène d’un ARN non-codant, qui est exprimé à partir du
chromosome X inactif uniquement : cet ARN a été baptisé « Xist », pour : X inactive-specific
transcript, transcrit spécifique de l’X inactif, en anglais (Brown et al., 1991a ; Borsani et al.,
1991 ; Brockdorff et al., 1991). Cet ARN non-codant est épissé, long de 15 (chez la Souris) à
17 kb (chez l’Homme), et s’accumule dans le noyau, sur le chromosome X inactif (Brockdorff
et al., 1992 ; Brown et al., 1992 ; Clemson et al., 1996). Les cellules souches embryonnaires (cel-
lules ES) femelles de Souris reproduisent l’inactivation aléatoire du chromosome X au cours de
leur différenciation (Rastan et Robertson, 1985). Lorsque l’un des deux allèles de Xist de ces
cellules est délété, si un chromosome est inactivé, après différenciation des cellules ES, c’est
systématiquement le chromosome portant l’allèle sauvage de Xist ; certaines cellules n’inactivent
aucun chromosome X (Penny et al., 1996). Il semble donc que le gène Xist agisse en aval de Xce,
puisque la délétion de Xist n’affecte pas la probabilité de son chromosome d’être choisi pour
l’inactivation, elle ne fait qu’empêcher l’inactivation si le chromosome qui la porte a été choisi
(Penny et al., 1996). In vivo, un phénomène analogue est observé (Marahrens et al., 1997) :
les mâles dont l’unique allèle Xist est une délétion sont phénotypiquement sauvages, et fertiles.
Des femelles ayant hérité la délétion par leur mère sont phénotypiquement sauvages, mais une
analyse plus fine montre que leur chromosome X inactif est toujours le chromosome X hérité de
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leur père (le chromosome X maternel, délété de Xist, semble donc incapable de s’inactiver)30.
Enfin, des embryons femelles ayant hérité de la délétion de Xist par leur père meurent en début
de gestation ; dans l’embryon, toutes les cellules observées inactivent le chromosome X maternel,
et la létalité de ces embryons semble due à la dérégulation des gènes liés au chromosome X
dans le placenta : le chromosome X paternel (habituellement inactivé dans toutes les cellules du
placenta, cf plus haut) y est actif, au même titre que le chromosome X maternel, et ce défaut
d’empreinte génomique parentale des gènes du chromosome X dans le placenta (qui aboutit à
une surexpression, d’un facteur 2, de tous les gènes liés au chromosome normalement soumis à
l’empreinte) perturbe vraisemblablement la fonction du placenta dans le développement de l’em-
bryon (Marahrens et al., 1997). La démonstration vient de l’observation que des souris femelles
Xpat.Omat. (c’est à dire : ne possédant qu’un chromosome sexuel, un X, d’origine paternelle)
dont l’unique chromosome sexuel est délété de Xist, se développent normalement : leur placenta
n’exprime qu’un allèle des gènes liés au chromosome X. Ainsi, l’expression de l’ARN Xist à partir
d’un chromosome X donné, ou le gène Xist lui-même, est nécessaire à l’inactivation de ce chro-
mosome X, que ce soit par inactivation aléatoire (dans l’embryon), ou par empreinte génomique
parentale (dans le placenta).

Chez la Souris, un ARN antisens à Xist, appelé Tsix, semble réguler l’activité de Xist : Tsix
est un autre ARN non-codant, d’environ 40 kb, transcrit à partir d’un promoteur situé 15 kb
en aval de Xist (Lee et al., 1999a). Avant la différenciation des cellules ES femelles, Xist et
Tsix sont tous deux exprimés à partir de chacun des deux chromosomes X, puis l’expression de
Tsix devient monoallélique, et l’ARN Xist devient métaboliquement plus stable (Panning et al.,
1997 ; Sheardown et al., 1997), et se propage le long du chromosome qui n’exprime pas Tsix :
ce chromosome, couvert d’ARN Xist en moins d’un cycle cellulaire, devient le chromosome X
inactif (Clemson et al., 1996 ; Lee et al., 1999a). Lorsque ce processus de sélection du chromo-
some X inactif est terminé, l’expression de Tsix s’interrompt également sur le chromosome X
actif. Le comportement de ces deux ARN suggère que Tsix est un répresseur de l’activité de
Xist chez la Souris : tant que le futur X inactif n’a pas été choisi, Tsix, exprimé à partir de
chacun des deux chromosomes X, réprimerait la propagation de Xist, puis lorsqu’un événement
(encore inconnu) sélectionne le futur chromosome X inactif, l’expression de Tsix à partir de ce
chromosome s’arrêterait, laissant Xist le recouvrir, et en provoquer l’inactivation (Lee et al.,
1999a). Puisque la délétion du promoteur de Tsix (qui abolit l’expression de l’ARN Tsix) sur
un chromosome X conduit, dans des cellules ES femelles, à l’inactivation systématique de ce
chromosome (Debrand et al., 1999 ; Lee et Lu, 1999), Tsix semble en effet responsable de la
répression en cis de Xist. Et plus précisément, Tsix serait l’un des acteurs du mécanisme abou-
tissant au choix du chromosome X à inactiver, puisque cette délétion du promoteur de Tsix se
comporte comme un allèle Xce infiniment faible : alors que Xist semble être un effecteur de
l’inactivation du chromosome, qui agit en aval du processus de choix (cf plus haut), Tsix serait
impliqué dans le choix. La force des allèles Xce semble corréler inversement avec la méthylation
d’un ilôt CpG dans lequel se trouve le promoteur de Tsix (Simmler et al., 1993 ; Courtier et al.,
1995 ; Avner et al., 1998 ; Lee et Lu, 1999). Des séquences non-codantes transcrites, baptisées
Xite (pour : X-inactivation intergenic transcription elements), contrôlent l’expression de Tsix,
et des polymorphismes de séquence de Xite semblent responsables des différences de force des
allèles de Xce (Ogawa et Lee, 2003) : finalement, l’élément de contrôle Xce pourrait être le locus
Xite, et les différences de force entre allèles de Xce pourraient s’expliquer par des différences
d’expression de Tsix (Lee et Lu, 1999 ; Ogawa et Lee, 2003).

30En revanche, ce travail in vivo suggère que Xist n’agit pas seulement en aval du mécanisme de choix, mais
qu’il joue également un rôle dans le choix du chromosome X qui sera inactivé : le chromosome X qui porte la
délétion n’est jamais choisi pour être inactivé (Marahrens et al., 1998). La délétion étudiée dans ce travail in vivo
n’est pas la même que celle étudiée par Penny et al., 1996, dans les cellules ES : elle pourrait donc affecter un
élément important dans le processus de choix, qui n’était pas délété chez Penny et al., 1996.
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Tsix est également impliqué dans la répression de Xist sur le chromosome X maternel des
cellules du placenta de Souris, puisque la délétion du promoteur de Tsix sur le chromosome X
maternel provoque l’inactivation du chromosome maternel (en plus du chromosome paternel),
donc la répression biallélique des gènes liés au chromosome X dans le placenta, probablement
responsable de la létalité de la presque totalité des embryons (Lee, 2000).

Le mode de répression de la propagation de Xist par Tsix reste énigmatique : le compor-
tement des deux ARN, décrit par Lee et al., 1999a, pourrait s’interpréter de plusieurs façons
(l’ARN Tsix pourrait réprimer la propagation de l’ARN Xist en inhibant sa transcription, en
accélérant sa dégradation, ou, en s’y appariant, en masquant des domaines fonctionnels de Xist).
Cependant, l’extinction de Tsix ne précède pas toujours l’accumulation de l’ARN Xist (Debrand
et al., 1999). Une observation intéressante pourrait apporter quelques indices quant au mode
de répression de Xist par Tsix : dans des cellules ES murines femelles non différenciées, une
délétion qui inclut notamment le promoteur de Tsix provoque la délocalisation de l’ARN Xist,
qui n’est plus alors concentré sur son site de transcription, mais plus diffus dans le noyau, et
cette délocalisation s’accompagne d’une augmentation de la quantité globale d’ARN Xist (Mo-
rey et al., 2001). L’ARN Tsix pourrait donc, d’une manière ou d’une autre, séquestrer l’ARN
Xist à proximité de leur site de transcription. Ce confinement de Xist pourrait être nécessaire
à sa répression, ou alors, ce pourrait être une conséquence de son association à l’ARN Tsix,
elle-même requise pour la répression de Xist.

Enfin, toutes ces données sur le gène Tsix ont été collectées chez la Souris, et, alors qu’un
orthologue humain de l’ARN Tsix est détecté, il semble incapable de réprimer en cis l’action de
l’ARN Xist, puisque dans les embryons femelles humains, ces deux ARN sont transcrits à partir
du même chromosome, le chromosome X inactif (Migeon et al., 2002).

Le mécanisme de l’inactivation du chromosome X par l’ARN Xist reste également mystérieux.
Il a été montré très tôt que le locus Xic, requis pour l’initiation de l’inactivation d’un des
chromosomes X dans les cellules femelles, était dispensable pour le maintien de cet état inactif
(Brown et Willard, 1994) ; donc, l’ARN Xist, même exprimé constitutivement sur le chromosome
X inactif, ne semble plus jouer de rôle particulier après l’initiation de son inactivation. Des
modifications épigénétiques, héritables par division cellulaire, semblent donc prendre le relais,
et assurer une répression transcriptionnelle indépendante de l’ARN Xist (cf plus bas).

L’étude de délétions de transgènes Xist a montré que des séquences de l’ARN distinctes
étaient nécessaires à son association à la chromatine du chromosome X inactif, et à la répression
transcriptionnelle des gènes du chromosome (Wutz et al., 2002). Notamment, des séquences
répétées situées en 5´ de l’ARN Xist, appelées « répétitions A », sont indispensables à la
fonction de répression de Xist ; or (en raison de l’activité d’un promoteur alternatif en aval
des répétitions A) la plupart des molécules Xist en sont dépourvues, si bien que seules 50 à
80 molécules actives (i.e. : contenant les répétitions A) par cellule suffisent à inactiver le chro-
mosome entier, d’environ 150 Mb ; il se pourrait donc que chaque molécule d’ARN Xist active
soit responsable de la répression d’environ 2 Mb du chromosome (Brockdorff, 2002). Et effecti-
vement, l’ARN Xist s’associe à des loci particuliers sur le chromosome X inactif (visibles sur le
chromosome métaphasique) (Duthie et al., 1999). À partir de la détermination du chromosome
X inactif, sa chromatine subit une série de modifications épigénétiques successives (Brockdorff,
2002). Pendant l’inactivation d’un chromosome X choisi aléatoirement (dans les cellules ES fe-
melles de Souris), les événements les plus précoces semblent être une déméthylation de la lysine 4
de l’histone H3, et une déacétylation et une méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 (Heard
et al., 2001 ; Boggs et al., 2002 ; Mermoud et al., 2002 ; Peters et al., 2002) (qui s’accompagnent
d’un retard à la réplication du chromosome X inactif), puis l’hypoacétylation de l’histone H4
(Keohane et al., 1996), suivie du recrutement du variant d’histone macroH2A1.2 (Mermoud
et al., 1999). Le dernier événement semble être la méthylation des dinucléotides CpG (Keohane
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et al., 1996). La plupart de ces modifications sont certainement interdépendantes, et en toute
logique, la première d’entre elles au moins doit être guidée par l’ARN Xist (Brockdorff, 2002).
À l’heure actuelle, le lien entre l’ARN Xist et ces modifications épigénétiques (qui fera proba-
blement intervenir la fixation de complexes de remodelage de la chromatine sur les répétitions A
de l’ARN Xist) n’a pas encore été établi.

Il semble que le recrutement par l’ARN Xist des protéines Eed et Ezh2 31, au cours de l’ini-
tiation de l’inactivation du chromosome, provoque la méthylation de la lysine 27 de l’histone H3 ;
cependant, dans l’embryon, cette modification épigénétique n’est pas nécessaire à l’inactivation
du chromosome (Plath et al., 2003).

Dans les tissus extra-embryonnaires de Souris, où l’inactivation du chromosome X est un
phénomène d’empreinte génomique parentale qui dépend aussi de l’ARN Xist (voir page 93), les
modifications épigénétiques qui affectent le chromosome X inactif ne sont pas rigoureusement les
mêmes que dans l’embryon : il semble que les dinucléotides CpG n’y soient pas méthylés (Kratzer
et al., 1983 ; Sado et al., 2000), que la réplication du chromosome X inactif soit précoce, et non
tardive (Takagi et al., 1982), enfin, le recrutement du variant d’histone macroH2A1.2 semble
plus précoce, dans la série de modifications épigénétiques (Costanzi et al., 2000). Les protéines
du groupe polycomb Eed et Enx1 s’associent au chromosome X inactif, et cette association
est dépendante de l’ARN Xist, et résiste à la mitose ; sur le chromosome métaphasique, les
protéines se concentrent sur des loci bien particuliers, rappelant la distribution de l’ARN Xist
(Mak et al., 2002). Or, le gène Eed est requis, chez la Souris, pour la méthylation des histones
du chromosome X inactif (Silva et al., 2003) (tant dans l’embryon que dans le placenta) et le
maintien de l’inactivation de ce chromosome dans les tissus extra-embryonnaires (Wang et al.,
2001a). Cependant, Eed n’est pas requise pour le maintien de l’inactivation du chromosome X
dans l’embryon, ni pour l’initiation de l’inactivation du chromosome X dans les tissus extra-
embryonnaires (Wang et al., 2001a), ce qui indique que, si Eed devait être ce lien entre la
propagation de l’ARN Xist et l’initiation des modifications épigénétiques du chromosome X
inactif, alors d’autres systèmes, redondants, peuvent le remplacer dans un mutant Eed.

L’ARN roX et l’hypertranscription du chromosome X chez la Drosophile

Chez les mâles Drosophila melanogaster, il semble que deux mécanismes indépendants con-
duisent à la surexpression des gènes portés par l’unique chromosome X par rapport aux deux
allèles des femelles : une répression post-transcriptionnelle des gènes portés par le chromosome
X, chez les femelles (qui dépendrait d’un motif porté par la 3´UTR de leurs ARNm), et une
hypertranscription des gènes portés par le chromosome X des mâles (Kelley et al., 1995). C’est
ce dernier phénomène, qui fait intervenir un ARN non-codant et des modifications épigénétiques
du chromosome X, qui sera exposé ici.

Le complexe ribonucléoprotéique responsable de l’hypertranscription est appelé « complexe
MSL », pour male-specific lethal. Il est assemblé autour d’un ARN non-codant, appelé roX
(pour : RNA on the X chromosome) (Meller et al., 2000), qui peut exister sous deux isoformes,
chacune transcrite à partir d’un gène propre : roX1, dont la forme majeure est longue de 3,7 kb,
et roX2, dont la forme majeure est longue de 0,6 kb (Amrein et Axel, 1997 ; Kelley, 2004). Le
complexe MSL contient de plus six protéines : l’acétyl-transférase de l’histone H4 MOF (pour :
males-absent on the first) (Akhtar et Becker, 2000 ; Smith et al., 2000), la kinase de l’histone
H3 JIL1 (Wang et al., 2001b), la protéine de fonction inconnue MSL1 (pour : male-specific
lethal) (Palmer et al., 1993), la protéine à domaine RING finger (domaine d’interaction avec

31Les orthologues de Eed chez la Drosophile et chez l’Homme ont une activité de méthyl-transférase sur les
lysines n°3 et 27 de l’histone H3 (Cao et al., 2002 ; Czermin et al., 2002 ; Kuzmichev et al., 2002 ; Müller et al.,
2002).
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l’ADN) MSL2 (Bashaw et Baker, 1995 ; Kelley et al., 1995 ; Zhou et al., 1995), la protéine à
chromodomaine MSL3 (Koonin et al., 1995), et l’hélicase MLE (pour : maleless) (Kuroda et al.,
1991 ; Lee et al., 1997).

Plusieurs de ces protéines ont des activités de modification d’histone qui peuvent rendre
compte de l’activation transcriptionnelle des gènes-cibles. En revanche, le rôle de l’ARN non-
codant roX est mal compris. Les deux isoformes, roX1 et roX2, sont interchangeables, et l’absence
d’un seul des deux ne confère pas de phénotype mutant (Meller et Rattner, 2002). Le complexe
MSL, à l’image de l’ARN Xist chez les Mammifères (voir ci-dessus), couvre le chromosome X
des cellules mâles (Meller et al., 2000), ainsi que quelques dizaines de loci sur les autosomes
(Demakova et al., 2003). L’absence d’ARN roX (lorsque les gènes roX1 et roX2 sont invalidés
simultanément) est létale pour les mâles (Meller et Rattner, 2002), et au niveau cellulaire, elle
dissocie les protéines du complexe MSL du chromosome X (Franke et Baker, 1999). Pourtant un
sous-complexe MSL peut se former en l’absence d’ARN roX, et, si ses constituants protéiques
sont surexprimés, de nombreux mâles viables sont obtenus (Oh et al., 2003). Ainsi, il semblerait
que l’ARN roX participe à la localisation du complexe MSL sur le chromosome X, et que son
défaut puisse être sauvé en augmentant la quantité du complexe purement protéique.

Selon une hypothèse séduisante, l’ARN roX pourrait s’hybrider avec l’ADN des gènes roX,
qui se trouvent tous les deux sur le chromosome X, et donner un point d’ancrage au complexe
MSL sur le chromosome (Kelley, 2004). Ensuite, le remodelage de la chromatine pourrait se
propager en cis, pour finalement concerner tout le chromosome. Il a en effet été démontré que,
en l’absence des protéines MOF ou MSL3, les autres composants du complexe gardent la capacité
de s’associer au chromosome X, mais seulement sur une trentaine de sites discrets (Lyman et al.,
1997 ; Kelley et al., 1999 ; Gu et al., 2000), comme si le complexe avait été correctement ciblé sur
des sites d’entrée sur le chromosome, mais qu’il avait été incapable de se propager aux séquences
flanquantes. Or, deux de ces sites sont précisément les gènes roX (Kelley et al., 1999).

Cependant, l’adressage du complexe MSL sur le chromosome X apparâıt bien moins prévisible
que ce que ce modèle laisserait prévoir (Kelley, 2004). En particulier, insérer un gène roX du
chromosome X dans un autosome ne permet qu’une association très limitée du complexe MSL
vers le locus roX autosomal, et les délétions successives des gènes roX du chromosome X, qui
augmentent progressivement la propagation du complexe aux séquences flanquantes du transgène
autosomal, ne parviennent pas à déplacer massivement le complexe du chromosome X vers l’au-
tosome (Park et al., 2002b). Ainsi, même si le chromosome X ne porte plus de gène roX, il reste
la cible préférentielle du complexe MSL. D’autre part, l’insertion d’un deuxième transgène roX
autosomal abolit complètement la propagation du complexe MSL à partir du premier transgène
autosomal (Park et al., 2002b).

Il semble donc qu’une propriété particulière du chromosome X lui permette d’attirer le com-
plexe MSL soluble, assemblé en trans sur un transgène autosomal. De plus, le promoteur des
gènes roX semble également jouer un rôle particulier, puisque la propagation en cis du com-
plexe MSL, observée autour d’un transgène roX sous le contrôle du promoteur roX, n’est pas
reproduite si le transgène est sous le contrôle d’un autre promoteur (Meller et Rattner, 2002 ;
Park et al., 2002b ; Stuckenholz et al., 2003).

Finalement, l’adressage du complexe MSL semble reposer sur deux mécanismes distincts
(Kelley, 2004) : l’assemblage du complexe MSL autour du transcrit roX naissant, qui concentre-
rait le complexe sur ces deux sites du chromosome X ; et la reconnaissance, par un complexe MSL
soluble, de sites d’entrée sur le chromosome X, absents des autosomes. Ce deuxième mécanisme
semble dépendre lui aussi de l’ARN roX, puisque les protéines du complexe MSL sont incapables
de se localiser sur le chromosome X chez les mutants roX1− roX2− (Franke et Baker, 1999).
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1.5.2 ARN et hétérochromatine péricentromérique chez les Mammifères

Le traitement de cellules murines en culture, perméabilisées, avec une RNase fait disparâıtre
les foyers d’hétérochromatine péricentromérique (identifiées par la concentration de protéine
HP1 et d’histone H3 méthylée sur la lysine 9, en microscopie) (Maison et al., 2002). L’addi-
tion d’ARN nucléaires des mêmes cellules (des fibroblastes de Souris immortalisés) aux cellules
traitées reconstitue les foyers d’hétérochromatine. Les centromères de Mammifères sont trans-
crits à partir des deux brins (Rudert et al., 1995 ; Lehnertz et al., 2003) (voir aussi page 88), et
des ARN transcrits à partir des centromères pourraient vraisemblablement être ce composant
ARN, capable de concentrer les protéines de l’hétérochromatine sur les centromères. Cependant,
puisqu’une incubation des cellules traitées à la RNAse dans une préparation d’ARN suffit à
restaurer les foyers d’hétérochromatine, la transcription des centromères en tant que telle n’est
probablement pas responsable de l’hétérochromatinisation des centromères.

Des ARN transcrits à partir des centromères pourraient être impliqués dans la spécificité de
la formation de ces foyers, en s’appariant à l’ADN centromérique, ou à des transcrits naissants.
En particulier, des ARN transcrits à partir de séquences centromériques sont mis en évidence
dans des cellules de Mammifères, après un choc thermique, et ils restent associés à leur site de
transcription (Jolly et al., 2004). Alternativement, un ARN transcrit en trans, à partir d’un gène
différent, pourrait participer à l’assemblage d’un complexe de structuration de la chromatine.
En particulier, ces foyers sont détectés avec un anticorps dirigé contre un épitope constitué de
quatre extrémités N-terminales d’histone H3 méthylées sur la lysine 9, liées de façon covalente
(cet anticorps reconnâıt donc probablement l’histone H3 méthylée sur la lysine 9 dans une
conformation de la chromatine où les histones H3, méthylées, sont à proximité les unes des
autres), et ils ne sont pas détectés avec un anticorps dirigé contre une unique extrémité N-
terminale d’histone H3 méthylée sur la lysine 9 (Maison et al., 2002). Le composant ARN mis en
évidence par ces expériences n’a donc probablement pas de rôle dans la réaction de méthylation
de la lysine 9 de l’histone H3 (la cinétique de disparition des foyers — après seulement 10 min.
de traitement à la RNase — semble trop rapide), mais plus certainement, dans le repliement, à
plus grande échelle, de la chromatine dont l’histone H3 est méthylée sur la lysine 9.

1.5.3 ARN non-codants et contrôle transcriptionnel spécifique chez les Mam-
mifères

Alors que l’ARN non-codant Xist contrôle la transcription d’un chromosome entier (voir
page 91), et que le RNAi semble pouvoir réprimer la transcription de séquences quelconques (voir
page 88), homologues aux siRNA, quelques exemples d’ARN non-codants pourraient réguler la
transcription de gènes spécifiques chez les Mammifères. Ils sont présentés dans cette partie.

L’ARN double brin NRSE et l’activation transcriptionnelle des gènes neuronaux

Le petit ARN double brin NRSE, long d’une vingtaine de nucléotides, a été cloné à partir
de neurones de Rat ; il est peu exprimé dans les progéniteurs neuraux, surexprimé les quatre
premiers jours de la différenciation neurale, puis son expression décrôıt pendant la suite de la
différenciation (Kuwabara et al., 2004). La surexpression simultanée des deux brins de ce petit
duplex, dans des progéniteurs neuraux en culture, provoque leur différenciation en neurones,
alors que leur hydrolyse par un ribozyme inhibe la différenciation. Les deux brins s’accumulent
dans le noyau, et le duplex interagit avec la protéine NRSF/REST, un facteur de transcription
qui réprime l’expression des gènes neuronaux dans les progéniteurs.

Il n’est pas démontré que le petit ARN NRSE n’agit pas par répression traductionnelle
(les effets observés pourraient alors être dus à un effet indirect de NRSE, par l’intermédiaire
d’un gène qu’il inhiberait post-transcriptionnellement) ; mais la localisation nucléaire de l’ARN
double brin NRSE, et son interaction avec NRSF/REST, suggèrent aux auteurs un rôle de l’ARN
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dans un changement de spécificité du facteur de transcription, qui deviendrait activateur après
interaction avec l’ARN.

Interférence transcriptionnelle

Chez un sujet humain, une délétion a rapproché le gène HBA2 (qui code l’α2-globine) d’un
gène transcrit dans l’autre orientation, LUC7L (qui code une protéine de la particule ribo-
nucléoprotéique associée au petit ARN U1) ; la carte du locus sauvage, et du locus délété (appelé :
α ZF ), est présentée en figure 1.21.

Fig. 1.21 – La délétion α ZF . Figure adaptée de Tufarelli et al., 2003. Les gènes des α-globines
(HBZ, HBA2, HBA1 et HBQ1), chez l’Homme, sont hébergés par le locus 16p13.3, à proximité
d’un télomère (les répétitions télomériques sont représentées par une ellipse noire). Les gènes
sont représentés par des rectangles noirs : ceux qui sont dessinés au-dessus de la ligne horizontale
sont transcrits en direction du centromère, ceux qui sont dessinés en-dessous, en direction du
télomère. La barre rouge symbolise l’élément régulateur de l’α-globine, HS-40. L’allèle α ZF est
délété de 18 351 pb (la délétion est représentée par la barre horizontale). Les douze rectangles
jaunes représentent les ilôts CpG annotés du locus, tous hypométhylés chez les sujets sauvages.
L’échelle (en haut de la figure) est exprimée en kb.

Chez cet individu, le promoteur de HBA2 est hyperméthylé, et le gène est réprimé ; la trans-
cription de LUC7L s’étend, en orientation antisens, dans le gène HBA2, au moins jusqu’à l’ilôt
CpG du promoteur de HBA2 (Tufarelli et al., 2003). Un transgène qui imite la disposition
des gènes HBA2 et LUC7L dans cette délétion reproduit le phénomène in vivo : des souris
transgéniques dans lesquelles LUC7L est en orientation antisens vis-à-vis de HBA2 répriment
HBA2, et le promoteur de HBA2 est hyperméthylé. En revanche, un transgène homologue (qui
porte la séquence du locus des gènes d’α-globine sauvage) n’est pas méthylé en trans. Des
cellules souches embronnaires de Souris, transformées avec le même type de transgène, repro-
duisent également la méthylation et la répression du promoteur de HBA2. Ce système a permis
de démontrer que l’inactivation de HBA2 (par mutation du promoteur et d’un élément activa-
teur) ne suffit pas à provoquer la méthylation du promoteur, et que la substitution de LUC7L
par un autre gène, également transcrit en orientation antisens de HBA2, conduit elle aussi à la
méthylation du promoteur (Tufarelli et al., 2003).

On appelle « interférence transcriptionnelle », ou : « occlusion de promoteur », la répression
d’un promoteur par l’activité d’un promoteur fort situé en amont : le passage des polymérases à
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ARN provenant du promoteur amont, d’autant plus fréquent que ce promoteur est fort, empêche
probablement la fixation de facteurs de transcription sur le promoteur aval, par gêne stérique ou
par modification de la structure de l’ADN. Cet effet a été observé chez les Procaryotes (Hausler
et Somerville, 1979 ; Ward et Murray, 1979 ; Horowitz et Platt, 1982 ; Adhya et Gottesman, 1982)
et les Eucaryotes (Cullen et al., 1984 ; Proudfoot, 1986 ; Corbin et Maniatis, 1989 ; Greger et al.,
2000). En particulier chez la Levure de boulanger Saccharomyces cerevisiae, il a été montré que
la répression du promoteur aval par interférence transcriptionnelle était en compétition avec la
fixation des facteurs de transcription : la surexpression d’un facteur de transcription capable de
se fixer sur le promoteur aval réduit l’interférence transcriptionnelle (Greger et al., 2000).

Le même phénomène a été rapporté récemment, chez la Levure de boulanger à nouveau, et
l’ARN issu de la transcription par le promoteur amont a été détecté ; c’est un ARN non-codant,
et sa longueur indique que sa transcription traverse le promoteur aval, et empiète sur la région
transcrite du gène aval (Martens et al., 2004).

Si cet effet est dû à une gêne stérique ou une modification de la conformation de l’ADN par
le passage des polymérases à ARN, on peut prédire qu’il est indépendant de l’orientation relative
des deux promoteurs : alors que la plupart des exemples cités ci-dessus mettent en scène deux
promoteurs de même orientation, deux articles présentent, dans un système procaryotique, des
effets similaires quand les deux promoteurs se font face (Ward et Murray, 1979 ; Horowitz et
Platt, 1982). Telle est peut-être l’origine de la répression du gène HBA2 dans la délétion humaine
α ZF ; dans ce cas, la méthylation du promoteur de HBA2 pourrait n’être qu’une conséquence
de l’inactivité de HBA2, plutôt que sa cause.
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Chapitre 2

Résultats

Tout ça c’est de la théorie, et la pratique n’est guère différente de la théorie — en théorie.
(David Madore, ens.forum.sciences.physique message n°2484)
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2.1 Un deuxième locus de gènes d’ARN C/D répétés

Suite à la découverte des ARN C/D MBII-13, MBII-52 et MBII-85, à expression restreinte
au cerveau de l’adulte (voir page 53), le laboratoire avait réalisé une banque d’ARN C/D à
partir d’ARN de cerveau de Rat, et identifié un nouveau snoRNA spécifique du cerveau chez le
Rat, RBII-36, et dont le gène, intronique, est répété (Cavaillé et al., 2001). À la différence de
MBII-13, MBII-52 et MBII-85, le snoRNA RBII-36 n’a pas d’homologue flagrant chez les autres
Mammifères.

En revanche, son gène est situé dans le locus 6q31-32 du Rat, locus orthologue des domaines
14q32 humain et distal 12 murin, connus pour héberger des gènes soumis à l’empreinte génomique
parentale (voir « Régulation de l’empreinte génomique parentale sur quelques loci », page 36) :
ce nouveau gène de snoRNA C/D pouvait donc être soumis à l’empreinte. Dans ce cas, le gène de
RBII-36 partagerait trois caractéristiques étonnantes avec les gènes de snoRNA du locus 15q11-
13 (nomenclature humaine ; voir page 53) : une expression spécifique du cerveau, un gène répété,
et soumis à l’empreinte génomique parentale. Cette perspective nous a encouragés à analyser en
détail le locus 14q32 humain et distal 12 murin : il était possible que ce locus soit très similaire
au locus 15q11-13, et que des gènes d’ARN C/D répétés et soumis à l’empreinte génomique
parentale soient également hébergés par le locus 14q32 / distal 12. Les séquences nucléotidiques
des gènes d’ARN C/D pouvaient alors être différentes entre le Rat, la Souris et l’Homme, mais
leur organisation répétée pouvait être conservée.

Nous avons donc recherché les séquences répétées dans le locus humain : il contient trois types
de répétitions (baptisées « cluster I », « cluster II » et « cluster R »). Les séquences répétées
dans les clusters I et II portent les caractéristiques des séquences des ARN C/D (une taille
de l’ordre de 75 pb, les bôıtes C, D, C´ et D´, et la complémentarité des extrémités 5´ et
3´ ; voir page 46 pour la description des ARN C/D), et elles sont exprimées sous la forme de
petits ARN de la taille prédite, et principalement dans le cerveau et la membrane utérine, chez
l’Homme. Tout comme les gènes d’ARN C/D du locus 15q11-13, ils sont localisés dans des introns
d’unités transcriptionnelles non-codantes ; en revanche, les ARN C/D de ce nouveau locus sont
exprimés au cours du développement embryonnaire, à la différence des ARN C/D du locus
15q11-13, et leurs séquences sont plus divergentes (entre les différentes copies dans une même
espèce, et entre espèces). Enfin, ils sont soumis à l’empreinte génomique parentale, au moins
chez la Souris, et sont exprimés à partir de l’allèle maternel uniquement. L’empreinte de ces
nouveaux gènes a été démontrée grâce à l’analyse des ARN d’embryons de Souris présentant des
disomies uniparentales pour le chromosome 12. Ces échantillons d’ARN nous ont été fournis par
le laboratoire d’Anne Ferguson-Smith, en Angleterre, et leur procédé d’obtention est présenté
en figure 1.7, en Introduction (page 41).

L’organisation génomique du locus 14q32 (Homo sapiens) / distal 12 (Mus musculus) présente
donc des similitudes troublantes avec celle du locus 15q11-13 / 7C, qui pourraient révéler un
lien inattendu entre l’empreinte génomique parentale et les répétitions de gènes d’ARN C/D.

Cette étude fait l’objet de l’article présenté ci-après, « Identification of tandemly-repeated
C/D snoRNA genes at the imprinted human 14q32 domain reminiscent of those at the Prader-
Willi/Angelman syndrome region » (Cavaillé et al., 2002).
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2.1.1 Article n°1
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2.1.2 Recherche de nouvelles répétitions de gènes d’ARN C/D

Les ARN C/D MBII-48, MBII-78 et RBII-36, dont la localisation subcellulaire a été détermi-
née par hybridation in situ, sont nucléolaires (Jérôme Cavaillé, communication personnelle) : ces
ARN sont donc des snoRNA (petits ARN nucléolaires), et il semble probable que les autres ARN
C/D exprimés à partir de ce locus le soient aussi.

Il est particulièrement remarquable que trois caractéristiques, inédites jusqu’alors pour des
gènes de snoRNA (la répétition en tandem ; l’expression restreinte au cerveau ; l’empreinte
génomique parentale), se retrouvent dans deux loci distincts (15q11-13 et 14q32 chez l’Homme) ;
l’association de ces particularités reflétait peut-être une relation de causalité entre elles (voir
discussion, page 152). Si tel était le cas, d’autres loci des génomes de Mammifères pourraient, à
la fois, contenir des gènes de snoRNA répétés, et être soumis à l’empreinte génomique parentale.

J’ai donc écrit un programme, dans le langage fortran, qui recherche les gènes de snoRNA à
bôıtes C et D dont la structure est la plus canonique :

– il recherche les bôıtes C potentielles (de consensus : RUGAUGA), en tolérant une déviation ;
– il recherche les bôıtes D potentielles (de consensus : CUGA), en tolérant une déviation ;
– il assemble les bôıtes C et D par paires : lorsqu’une bôıte D potentielle suit une bôıte C

potentielle (à une distance comprise entre deux limites fixées par l’utilisateur), et que les
deux bôıtes totalisent au maximum une déviation à elles deux, par rapport aux consensus,
il poursuit l’analyse sur cette paire de bôıtes potentielles ;

– parmi les paires de bôıtes potentielles retenues, il sélectionne celles qui sont flanquées de
régions complémentaires (i.e. : la séquence en amont du nucléotide qui précède la première
purine du consensus de la bôıte C doit être complémentaire de la séquence immédiatement
en aval de la bôıte D) ; l’utilisateur fixe la qualité minimale de cette complémentarité.

Un deuxième programme découpe toute la séquence du génome humain en tranches de 25 kb,
et recherche les candidats gènes de snoRNA dans chacune de ces tranches1, avec le premier pro-
gramme. Le résultat de cette recherche se présente donc sous la forme d’histogrammes, présentant
pour chaque tranche de 25 kb le nombre de candidats identifiés ; un fichier annexe contient les
séquences de ces candidats.

La plupart des pics de ces histogrammes sont dus à des séquences de faible complexité
(souvent des répétitions (TGA)n peu dégénérées), où le programme trouve de nombreux candidats
chevauchants. Ces pics ne représentent donc pas des répétitions de gènes de snoRNA C/D, mais
plutôt un unique gène-candidat, possédant plusieurs bôıtes C ou D alternatives. Afin d’éliminer
ces faux positifs, j’ai comparé les candidats de chacune des fenêtres de 25 kb contenant au moins
10 candidats (en incluant les candidats totalisant une déviation par rapport aux consensus pour
leurs bôıtes C et D) : après élimination de ces candidats chevauchants, aucun locus ne contient
de répétitions de candidats apparentés entre eux, sauf les deux loci déjà connus, 14q32 et 15q11-
13 : alors que les loci 14q32 et 15q11-13, sont très riches en gènes-candidats sans déviation sur
les bôıtes C et D (jusqu’à 15 candidats sans déviation par 25 kb pour le locus 14q32, et jusqu’à
17 pour le locus 15q11-13), aucun autre locus n’en contient plus de 8 par 25 kb.

Aucun autre locus que 14q32 et 15q11-13 ne contient donc de gènes de snoRNA C/D répétés
dans les mêmes proportions que ces deux loci.

La figure 2.1 donne, à titre d’exemple, le résultat de l’analyse du chromosome 14 (en orien-
tation sens, selon les conventions de polarité des séquences du NCBI), et la figure 2.2 donne le
résultat de l’analyse du chromosome 14 en orientation antisens (les gènes des snoRNA du locus
14q32 sont dans cette orientation).

1Paramètres utilisés pour cette analyse : distance entre le premier U de la bôıte C et le C de la bôıte D comprise
entre 50 et 120 pb ; la complémentarité entre les 5 nt de séquences flanquantes des bôıtes doit être longue d’au
moins 4 pb, en tolérant un appariement G-U .
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Fig. 2.1 – Recherche de gènes de snoRNA C/D dans le chromosome 14 humain
(orientation sens). Les pics bleus indiquent les nombres de candidats par 25 kb présentant
une déviation par rapport aux consensus, pour l’ensemble de leurs deux bôıtes. Les pics rouges
indiquent les nombres de candidats par 25 kb ne présentant aucune déviation par rapport aux
consensus.
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Fig. 2.2 – Recherche de gènes de snoRNA C/D dans le chromosome 14 humain
(orientation antisens). Les pics bleus indiquent les nombres de candidats présentant une
déviation par rapport aux consensus, pour l’ensemble de leurs deux bôıtes. Les pics rouges in-
diquent les nombres de candidats ne présentant aucune déviation par rapport aux consensus. Le
locus 14q32 est signalé par l’astérisque. Le pic de candidats signalé par une flèche est un faux
positif, dû à des répétitions (TGA)n, où le programme trouve de nombreux candidats chevau-
chants.
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Par ailleurs, le programme de détection des gènes d’ARN C/D (i.e. le premier des deux
programmes décrits page 115) a été utilisé dans une autre étude (voir article « Identification of
13 novel human modification guide RNAs », en annexe 1, page 163), où il a permis de découvrir
trois nouveaux gènes de snoRNA C/D humains : U96a, U101 et U102 (Vitali et al., 2003).

Une recherche de complémentarités entre les ARN C/D du locus 14q32 humain (ainsi que
ceux du locus humain 15q11-13) et le précurseur de 45S de l’ARN ribosomique humain ne met
en évidence aucune complémentarité qui ne soit pas statistiquement attendue : cette analyse est
présentée en annexe 2, page 173.
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2.2 Le locus 14q32/distal 12 contient des gènes de microARN

L’article présenté dans la section précédente, qui décrit les gènes d’ARN C/D répétés au locus
14q32 humain, et dans ses loci orthologues chez les Rongeurs, signale l’existence de séquences
répétées (appelées « cluster R » dans l’article) en aval des gènes d’ARN C/D. Dans cette première
analyse, deux familles ont été identifiées : la famille A (avec 22 membres chez Homo sapiens)
et la famille B (6 membres chez H. sapiens). Dans chacune de ces familles, le motif répété est
une séquence d’environ 80 à 100 pb. Ce motif est lui-même, dans chacune des deux familles,
une répétition inversée imparfaite. Donc, une transcription de ces séquences produirait des ARN
susceptibles de se replier en tiges-boucles imparfaites de 80 à 100 nt.

À l’occasion d’un travail de clonage de microARN à partir de différents organes de Souris,
une autre équipe a découvert 34 nouveaux microARN (Lagos-Quintana et al., 2002). Nous nous
sommes intéressés à quatre d’entre eux, exprimés dans le cerveau, dont les gènes sont situés dans
le locus distal 12, et les orthologues humains, dans le locus 14q32 ; en particulier, les gènes de deux
d’entre eux (miR-127 et miR-136) se trouvent dans un gène prédit, Rtl1 2, et seraient transcrits
en orientation antisens de Rtl1. Quant aux deux autres gènes de microARN identifiés dans le
locus, les gènes de miR-134 et miR-154, ils se trouvent dans les répétitions du « cluster R », et
plus précisément, le gène de miR-154 est l’une des répétitions de la famille A (la 13ème chez
M. musculus). Puisque ces gènes se trouvent dans un locus soumis à l’empreinte génomique
parentale, ils pouvaient y être eux-mêmes soumis.
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Fig. 2.3 – Le gène Rtl1 est un rétrotransposon conservé chez les Mammifères. Ces
schémas représentent les gènes Rtl1 chez le Mouton (O. aries), l’Homme (H. sapiens), la Souris
(M. musculus) et le Rat (R. norvegicus). Le gène se trouve dans le locus 18q du Mouton, et ses
orthologues 14q32 chez l’Homme, distal 12 chez la Souris, et 6q31 chez le Rat. Les nombres sous
les schémas indiquent les positions des acides aminés qui délimitent des domaines remarquables.
Les domaines gag (en vert) et pol (en rouge), caractéristiques des rétrotransposons et rétrovirus,
sont clairement reconnaissables dans le gène Rtl1 de chaque espèce.

Nous avons donc analysé leur expression dans des embryons de Souris présentant des diso-
mies uniparentales pour le chromosome 12, et montré qu’ils sont exprimés à partir de l’allèle
maternel uniquement, alors que Rtl1 (dont nous montrons qu’il est exprimé ; nous avons appelé
ce nouveau gène Rtl1 pour : retrotransposon-like gene n°1 ) est exprimé à partir de l’allèle pa-
ternel uniquement. Rtl1, également appelé PEG11 (Charlier et al., 2001b) et Shr1 (Lynch et

2Cette séquence est l’orthologue d’un gène caractérisé chez le Mouton, PEG11 (Charlier et al., 2001b), et elle
s’apparente aux rétrotransposons (les domaines gag et pol y sont clairement identifiables : voir figure 2.3).



2.2. LE LOCUS 14Q32/DISTAL 12 CONTIENT DES GÈNES DE MICROARN 119

Tristem, 2003) chez le Mouton, Hur1 chez l’Homme, Rar1 chez le Rat, et Mor1 chez la Souris
(Lynch et Tristem, 2003), appartient à la famille gypsy de rétrotransposons à longues répétitions
terminales (LTR) ; lui-même est dépourvu de LTR. Enfin, puisque miR-127 et miR-136 sont
transcrits en antisens de Rtl1, ils sont parfaitement complémentaires à son ARNm (ce sont les
premiers microARN de Vertébrés parfaitement complémentaires d’un ARN endogène), et sont
donc susceptibles d’en guider la dégradation par RNAi. Leur empreinte réciproque avec Rtl1
pourrait même signifier qu’ils sont responsables de l’empreinte de ce gène : s’ils pouvaient guider
spécifiquement la dégradation de l’ARNm issu de l’allèle maternel de Rtl1, ou s’ils pouvaient
guider une modification épigénétique particulière sur leur allèle maternel (voir section 1.4.5,
page 80, pour la relation entre petits ARN et modifications épigénétiques, et la discussion,
page 154), ils pourraient réprimer l’allèle maternel de Rtl1, donc lui imposer le monoallélisme de
son expression. Mais il faudrait concevoir une réaction de RNAi (qui est a priori cytoplasmique ;
en particulier, la maturation finale des microARN semble cytoplasmique chez les Mammifères :
voir page 65) qui parvienne à discerner l’origine allélique (maternelle ou paternelle) des ARNm :
dans cette hypothèse, il faudrait par exemple que la réaction de RNAi soit nucléaire, localisée
à proximité de l’allèle maternel du locus, que les deux microARN soient complètement maturés
localement, au voisinage de leur site de transcription, et que le complexe RISC guidé par miR-
127 et miR-136 ne puisse pas diffuser jusqu’à l’allèle paternel. Ces hypothèses sont discutées
page 158.

Ces travaux sont présentés dans l’article qui suit, « Imprinted microRNA genes transcribed
antisense to a reciprocally imprinted retrotransposon-like gene » (Seitz et al., 2003).
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2.2.1 Article n°2
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2.2.2 Stabilisation de l’ARNm Rtl1 en l’absence de miR-127 et miR-136

Une région différentiellement méthylée (hypométhylée sur l’allèle maternel, et hyperméthylée
sur l’allèle paternel) se trouve entre les gènes Dlk1 et Gtl2 (voir Introduction, page 37). Cette
séquence acquiert son patron de méthylation au cours de la gamétogenèse (Takada et al., 2002),
ce qui en fait un bon candidat pour jouer le rôle de centre d’empreinte dans ce locus. Les membres
du laboratoire d’Anne Ferguson-Smith ont donc réalisé une délétion de cette séquence chez la
Souris, et caractérisé l’expression de Dlk1, Gtl2, Rtl1 et Dio3 suite à la transmission de cette
délétion par le père, et par la mère. Nous avons analysé l’expression de plusieurs gènes d’ARN
C/D, ainsi que de miR-127, chez les mêmes mutants.

Lorsque la DMR est mutée sur le chromosome maternel, tous les gènes à expression maternelle
deviennent réprimés bialléliquement, et tous les gènes à expression paternelle sont désormais
exprimés à partir des deux allèles3 (voir figure 2.4, page 123). Par conséquent, les ARNm de
Dlk1 et Dio3 sont sur-accumulés, d’un facteur 2. En revanche, la sur-accumulation des ARNm

de Rtl1 (d’un facteur 4 à 5) ne peut pas s’expliquer uniquement par la transcription biallélique.
L’interprétation la plus simple est que, dans ce mutant, chaque allèle de Rtl1 est transcrit autant
que l’unique allèle exprimé (l’allèle paternel) chez le sauvage, mais que les ARNm de Rtl1 sont
stabilisés post-transcriptionnellement.

Cette stabilisation s’interprète facilement si les microARN miR-127 et miR-136 guident,
chez l’embryon sauvage, une dégradation par RNAi de l’ARNm Rtl1 : puisque, dans ce contexte
génétique, les microARN miR-127 et miR-136 sont réprimés, leur absence devrait se traduire
par une stabilisation de l’ARNm Rtl1. Étant données les valeurs observées, l’expression de Rtl1
serait alors réprimée d’un facteur 2 à 2,5 par RNAi chez l’embryon sauvage.

Les résultats de ce travail sont présentés dans l’article qui suit, « Asymmetric regulation of
imprinting on the maternal and paternal chromosomes at the Dlk1 -Gtl2 imprinted cluster on
mouse chromosome 12 » (Lin et al., 2003).

3Ce que démontre l’analyse des ARN d’embryons hétérozygotes pour des sites de polymorphisme de séquence :
si l’allèle maternel de leur DMR est délété, on détecte les ARN issus de la transcription des deux allèles.
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Fig. 2.4 – Délétion de la DMR du locus Dlk1/Gtl2 . En haut : situation sauvage (les gènes
à expression maternelle sont représentés en rose, et les gènes à expression paternelle, en bleu) ;
l’allèle hypométhylé de la DMR est représenté par un disque blanc, et l’allèle hyperméthylé par
un disque noir. En bas, à gauche : lorsque la DMR est délétée (croix rouge, sur la figure) sur
le chromosome paternel, l’empreinte et le niveau d’expression des gènes du locus ne sont pas
affectés. En bas, à droite : lorsque la DMR est délétée sur le chromosome maternel, les gènes
habituellement à expression maternelle sont réprimés bialléliquement, et les gènes habituellement
à expression paternelle sont exprimés bialléliquement.
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2.2.3 Article n°3
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2.3 Une concentration de gènes de microARN

L’article n°2, « Imprinted microRNA genes transcribed antisense to a reciprocally imprinted
retrotransposon-like gene » (Seitz et al., 2003), présente les gènes de quatre microARN murins
dans le locus distal 12 (ces quatre microARN avaient été clonés par une autre équipe), et suggère
que les répétitions du « cluster R » décrit dans l’article n°1 (Cavaillé et al., 2002) constituent
autant de nouveaux gènes de microARN. En effet, la transcription de toutes ces séquences
produirait des ARN capables de se replier en tiges-boucles imparfaites de 80 à 100 nt, et la
plupart (les membres de la famille A) sont apparentées au gène de l’un des microARN avérés,
miR-154. Enfin, il est connu que les gènes de microARN peuvent être regroupés (Lagos-Quintana
et al., 2001 ; Lau et al., 2001 ; Mourelatos et al., 2002 ; Reinhart et Bartel, 2002 ; Dostie et al.,
2003 ; Lagos-Quintana et al., 2003).

Toutes ces observations nous ont incités à rechercher de nouveaux gènes de microARN dans
le locus 14q32 (H. sapiens) / distal 12 (M. musculus). Cette recherche a commencé par la
prédiction des gènes de microARN dans le locus humain, par la recherche systématique de
séquences présentant les caractéristiques connues des gènes de microARN ; ensuite ces candidats
(tous conservés chez la Souris, puisque leur conservation entre Homme et Souris faisait partie des
propriétés que nous imposions dans la sélection des candidats) ont été vérifiés expérimentalement
chez la Souris, par Northern blot (pour quelques-uns) et par extension d’amorce (pour chacun
des candidats testés). La similarité, en séquence, de nombreux candidats ne nous a pas permis
d’analyser l’expression de chacun sans ambiguité. Parmi les 40 candidats identifiés, nous avons
donc testé l’expression de 16 (les candidats appelés A22, A24, B3, B4, B6, C2, C3, D, G, H,
I, K, L, M, N et Q), et parmi ces 16 candidats, 10 se sont avérés être d’authentiques gènes
de microARN, donnant lieu à l’expression d’ARN détectables par Northern blot ou extension
d’amorce (ce sont les candidats appelés A22, A24, B4, B6, C2, C3, D, K, M et N). Cette dernière
technique nous est apparue plus sensible que le Northern blot (de nombreux ARN détectés par
extension d’amorce ne l’étaient pas par Northern blot). Si la plupart de ces gènes de microARN
sont localisés dans le cluster R, quelques-uns sont en-dehors (parmi les gènes d’ARN C/D répétés,
ou encore en amont).

Parmi les 6 candidats testés pour lesquels nous n’avons pas détecté de microARN, se trouvent
probablement des faux positifs (i.e. : des séquences transcrites en ARN qui se replient en tige-
boucle, mais qui ne sont pas maturées en microARN) ; il est également possible que certains
soient des gènes de microARN dont le produit est trop peu abondant, mais que des travaux
futurs (par exemple, des travaux de clonage de microARN) mettent malgré tout en évidence des
microARN exprimés à partir de ces candidats.

Tous les nouveaux gènes de microARN analysés sont exprimés à partir de l’allèle maternel
uniquement, sont contrôlés par la région différentiellement méthylée étudiée dans l’article n°3
(Lin et al., 2003), et leur expression est régulée au cours du développement, chez la Souris :
exprimés principalement dans le cerveau adulte, ils sont toutefois exprimés à la fois dans la tête
et le tronc de l’embryon. L’expression dans le tronc persiste encore au moins une semaine après
la naissance : il est donc possible qu’un organe situé dans le tronc, donc distinct du cerveau,
exprime ces microARN chez l’adulte. La plupart des gènes de ces microARN sont introniques,
et plusieurs sont cotranscrits, sous la forme de précurseurs communs de plus grande taille : il
se pourrait que tous ces microARN, et éventuellement les ARN C/D (voir article n°1) et l’ARN
non-codant Glt2 avec eux, soient transcrits sous la forme d’un long précurseur commun, dont
l’épissage libérerait à la fois un ARN non-codant, issu du raboutage des exons, et des précurseurs
d’ARN C/D et de microARN. Cette hypothèse est discutée page 159.

Ces microARN n’ont pas d’ARN-cible évident ; cependant, un modèle a été proposé pour
justifier des observations étranges, chez le Mouton, et qui suppose qu’un (ou : des) gène(s) à
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expression maternelle de l’orthologue ovin de ce locus réprime(nt) post-transcriptionnellement
un (ou : des) gène(s) à expression paternelle du même locus (Georges et al., 2003). Les mi-
croARN que nous avons décrits sont des candidats naturels pour jouer ce rôle de répresseurs
à expression maternelle, puisque les rôles démontrés des microARN sont des répressions post-
transcriptionnelles (par dégradation de l’ARN-cible, ou inhibition de sa traduction si c’est un
ARNm ; voir Introduction, page 68), et que tous ces nouveaux microARN semblent exprimés à
partir de l’allèle maternel uniquement.

Ces travaux sont exposés dans l’article « A large imprinted microRNA gene cluster at the
mouse Dlk1 -Gtl2 domain » (Seitz et al., 2004), présenté ci-après.
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2.3.1 Article n°4
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2.3.2 Six gènes de microARN additionnels

En raison de la similarité, en séquence, de nombreux candidats (en particulier, la vingtaine
de membres de la « famille A », relativement apparentés, n’auraient pas pu être distingués
chacun par extension d’amorce ou Northern blot), nous n’avons pas pu vérifier l’expression de
plusieurs gènes de microARN prédits. Mais simultanément, plusieurs laboratoires (qui réalisaient
des banques de microARN murins ou humains) ont cloné les produits de plusieurs de ces gènes
prédits, démontrant qu’il s’agissait d’authentiques gènes de microARN.

Ainsi, les microARN humains miR-A23 (appelé : miR-369) et miR-B3 (appelé : miR-368)
ont été clonés à partir de cellules-souches embryonnaires humaines (Suh et al., 2004), et les
microARN miR-A10 (alors nommé miR-381), miR-A16 (nommé miR-382), miR-A21 (nommé
miR-377) et miR-C1 (nommé miR-379) ont été clonés à partir d’une lignée cellulaire murine
(S. Griffiths-Jones, communication personnelle ; http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/
mirna/index.shtml).

2.3.3 Le phénotype callipyge du Mouton : implication des microARN ?

Le phénotype appelé « callipyge » (pour : « belles fesses », en grec), chez le Mouton, se ca-
ractérise par une hypertrophie musculaire généralisée, mais principalement visible sur l’arrière-
train (Koohmaraie et al., 1995 ; Cockett et al., 2001). Ce caractère est monogénique, et dû à
une mutation portée par le chromosome 18 ovin (Cockett et al., 1994), sur un locus ortho-
logue au locus humain 14q32 (Berghmans et al., 2001) ; ce locus est également soumis à l’em-
preinte génomique parentale chez le Mouton (Charlier et al., 2001b). Au niveau histologique,
le phénotype callipyge apparâıt comme une hypertrophie des fibres musculaires rapides, qui se
manifeste à partir de la troisième semaine après la naissance (Cockett et al., 2001).

Le mode de transmission de ce phénotype est très intriguant : les homozygotes mutants
ne présentent pas le phénotype (la règle de transmission de ce caractère est donc un cas de
« surdominance »), et parmi les hétérozygotes, seuls ceux qui ont hérité de la mutation par
leur père sont de phénotype mutant, les autres sont de phénotype sauvage (la surdominance est
dite « polaire ») (Cockett et al., 1996) (le tableau 2.1 résume les règles de transmission de ce
phénotype).

Génotype (mat.//pat.) phénotype
+//+ [sauvage]

clpg//+ [sauvage]
+//clpg [clpg]

clpg//clpg [sauvage]

Tab. 2.1 – Règles de transmission du phénotype callipyge chez le Mouton. «mat. » :
allèle maternel ; « pat. » : allèle paternel. « clpg » : callipyge.

La mutation callipyge a été identifiée : c’est une transition A→G, dans une séquence non-
codante entre les gènes Dlk1 et Gtl2 (Freking et al., 2002 ; Smit et al., 2003). Elle n’affecte pas
l’empreinte des gènes du locus, mais active, en cis, leur expression (du moins : l’accumulation de
leurs ARN) (Charlier et al., 2001a) : lorsque la mutation touche le chromosome paternel (chez
les homozygotes, et chez les hétérozygotes ayant hérité de la mutation par leur père), les ARN de
DLK1 et RTL1/PEG11 4 sont sur-accumulés ; lorsque la mutation affecte le chromosome mater-
nel (chez les homozygotes, et chez les hétérozygotes ayant hérité de la mutation par leur mère),

4N.B. : à l’époque, il n’était pas encore établi que Dio3 est également soumis à l’empreinte génomique parentale
(Tsai et al., 2002 ; Yevtodiyenko et al., 2002).

http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/index.shtml�
http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/index.shtml�
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les ARN de GTL2 et MEG8 5 sont sur-accumulés. Outre cet effet cis, la mutation a également un
effet trans : portée par le chromosome maternel, elle réprime DLK1 et RTL1/PEG11, alors que,
portée par le chromosome paternel, elle active Gtl2 (Charlier et al., 2001a). Ces observations
sont résumées par la figure 2.5.

Fig. 2.5 – La mutation callipyge dérégule les gènes du locus 18q ovin. Figure tirée
de Charlier et al., 2001a. Le phénotype des animaux est indiqué en haut à droite de chaque
schéma. Les gènes transcrits du côté « centromère » au côté « télomère » sont représentés en
vert, et le gène transcrit du côté « télomère » au côté « centromère » est représenté en rouge.
L’effet cis de la mutation callipyge est représenté par des flèches épaisses, et l’effet trans, par
des flèches fines.

Finalement, le génotype associé au phénotype callipyge (le génotype +mat.//clpgpat.) se ca-
ractérise par la plus forte activation de DLK1 et RTL1/PEG11, et l’absence d’activation des
gènes à expression maternelle. Le phénotype pourrait donc être dû à la surexpression de DLK1
ou RTL1/PEG11 ; tous les gènes étudiés du locus sont exprimés dans le muscle (Charlier et al.,
2001b), donc chacun pourrait être impliqué dans l’apparition du phénotype. La surdominance
polaire pourrait alors révéler une interaction en trans entre des gènes du locus : la répression
d’un gène exprimé uniquement à partir d’un allèle parental, par un gène exprimé uniquement à
partir de l’autre allèle parental, expliquerait la surdominance (l’activation des deux antagonistes,
par les deux mutations callipyge, s’annulerait), et l’empreinte génomique parentale expliquerait
la polarité de la surdominance (si le phénotype est dû à la surexpression d’un gène à expression
paternelle, ou, plus subtilement, à la surexpression d’un gène à expression paternelle couplée à
une expression modérée d’un gène à expression maternelle, seuls les hétérozygotes ayant hérité
de la mutation par leur père présenteraient le phénotype). Il a donc été proposé que la surexpres-
sion de DLK1 ou de RTL1/PEG11 était responsable du phénotype callipyge, et que GTL2 ou
MEG8 était un répresseur du gène à expression paternelle responsable du phénotype (Georges
et al., 2003).

Les microARN que nous avons décrits sont des candidats crédibles pour jouer ce rôle de
5Le gène MEG8 avait été décrit comme un gène non-codant à expression maternelle, avant la découverte des

gènes d’ARN C/D répétés ; c’est en réalité l’extrémité 5´ du gène-hôte des ARN C/D (Cavaillé et al., 2002).
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répresseurs à expression maternelle : tous sont exprimés à partir de l’allèle maternel uniquement,
et les microARN sont connus pour réprimer des gènes-cibles spécifiques, par RNAi ou répression
traductionnelle (voir Introduction, partie 1.4.3, page 68). Ils pourraient donc subir le contrôle
de la mutation callipyge (en particulier, ils pourraient être cotranscrits avec MEG8, gène-hôte
des ARN C/D : voir Discussion, page 159), comme les gènes en amont.

Dans le cadre de cette hypothèse, un gène à expression paternelle se présente comme une
cible évidente des microARN : RTL1/PEG11, parfaitement complémentaire de deux microARN
du locus, et dont des données génétiques suggèrent effectivement qu’il serait réprimé par des
gènes à expression maternelle (voir pages 118 et 122, et les articles n°2 et 3). En particulier,
RTL1/PEG11 est largement surexprimé, chez les moutons qui présentent le phénotype, dans les
muscles hypertrophiés ; la corrélation des abondances de l’ARN RTL1/PEG11 et de son ARN
antisens (précurseur de miR-127 et miR-136) dans les différents génotypes s’accorderait bien
avec un modèle dans lequel PEG11 est le gène à expression paternelle responsable du phénotype,
et les microARN, ses répresseurs à expression maternelle (Bidwell et al., 2004). En revanche,
aucun indice ne permet d’imaginer par quels moyens la surexpression de RTL1/PEG11 pourrait
aboutir à une hypertrophie musculaire : ce gène appartient à une famille de rétrotransposons,
et n’a donc pas de fonction cellulaire a priori ; son ARN est polyadénylé, mais sa traduction
n’a pas été démontrée. Cependant, la conservation de sa phase ouverte de lecture chez tous les
Mammifères analysés suggère qu’il a acquis une fonction profitable à l’organisme qui l’héberge
(Lynch et Tristem, 2003).

Un deuxième candidat, DLK1, pourrait être responsable du phénotype callipyge, et réprimé
par des microARN. En effet, la surexpression par des souris transgéniques d’une isoforme de
DLK1 ovin provoque une hypertrophie musculaire qui évoque le phénotype ovin (Davis et al.,
2004).

Puisqu’aucun microARN n’est parfaitement complémentaire de l’ARNm DLK1, si DLK1
était le gène dont la surexpression provoque le phénotype, son répresseur pourrait être un mi-
croARN imparfaitement complémentaire, qui en inhiberait la traduction. Cette régulation expli-
querait pourquoi la protéine DLK1 n’est pas détectée dans les muscles des animaux homozygotes
mutants, alors qu’elle est détectée dans les muscles des hétérozygotes +mat.//clpgpat. (Georges
et al., 2003). Et puisque seules les séquences des microARN murins sont connues (ou de leurs
orthologues humains dans quelques cas : Suh et al., 2004), il est encore impossible de rechercher
des complémentarités entre les microARN ovins et l’ARNm DLK1 ovin. En posant l’hypothèse
que les gènes de microARN du locus sont conservés chez le Mouton6, il est en revanche possible
de chercher des complémentarités entre la séquence ovine de DLK1 et les microARN murins,
et de mettre en évidence des complémentarités que l’ARNm DLK1 ovin pourrait présenter aux
microARN ovins.

J’ai donc recherché des complémentarités entre l’ARNm DLK1 ovin et les microARN ex-
primés à partir du locus distal 12 murin, par trois programmes décrits dans la littérature (Lewis
et al., 2003 ; Enright et al., 2003 ; Kiriakidou et al., 2004), et par un quatrième, écrit pendant ma
thèse, qui ne tient compte que de la complémentarité de l’extrémité 5´ du microARN à l’ARNm,
et recherche celles qui satisfont les règles établies par Kiriakidou et al., 2004 (les effets de mu-
tations sur l’extrémité 3´ du microARN n’ont pas été aussi bien caractérisés). Ces différents
programmes donnent des résultats nettement différents, et de manière générale, ne prédisent

6Pour l’instant, la séquence génomique ovine du locus complet n’est pas disponible ; la partie proximale du
cluster R est toutefois séquencée (C. Charlier, non publié), et les gènes de miR-370/miR-N, miR-299/miR-D,
miR-411/miR-C2 et miR-380-3p/miR-C3 y sont reconnaissables : ils sont conservés entre la Souris et le Mouton,
ce qui suggère que le Mouton exprime un microARN pratiquement identique à miR-370/miR-N murin (avec
une unique transition C→U), un microARN identique à miR-299/miR-D murin, un microARN identique à miR-
411/miR-C2 murin, et un microARN qui présenterait trois transitions (A→G et G→A) par rapport au microARN
miR-380-3p/miR-C3 murin (J. Cavaillé, communication personnelle).
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pas plus de complémentarités fonctionnelles entre les microARN et l’ARNm DLK1, qu’entre les
microARN et un échantillon de gènes murins de taille comparable à celle de la séquence Dlk1 uti-
lisée, et de composition nucléotidique similaire, choisis aléatoirement7. Les programmes actuels
de recherche de complémentarités fonctionnelles ne prédisent donc pas d’interactions significa-
tives entre les séquences murines des microARN, et la séquence ovine de l’ARNm DLK1. Il est
toutefois possible qu’un (ou : des) microARN spécifiquement ovin(s) puisse(nt) réprimer DLK1 ;
il est également probable que nos connaissances des déterminants de la répression traductionnelle
guidée par les microARN soient encore trop imparfaites pour en tirer des conclusions définitives
(voir Introduction, partie 1.4.3, page 71).

Enfin, les gènes à expression paternelle BEGAIN (dont l’empreinte vient d’être démontrée
chez le Mouton) et DIO3 (dont l’empreinte n’était pas connue à la conception du modèle d’in-
teraction en trans par Georges et al., 2003) ne semblent pas impliqués dans l’apparition du
phénotype callipyge, puisque leur expression n’est pas affectée par la mutation callipyge (Davis
et al., 2004).

7Les séquences des gènes Fanca, n° d’accession : AF208116 ; Ipo11, n° d’accession : BC029746 ; Jak1, n° d’ac-
cession : S63728 ; NFasc, n° d’accession : AJ543322 ; Pkd2, n° d’accession : AF014010 ; Rev1l, n° d’accession :
BC058093 ; Scn7a, n° d’accession : L36179 ; Setdb1, n° d’accession : AF091628.
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Conclusion

C’est pas la taille qui compte.
(dicton populaire)
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3.1 Bilan

Notre attention a été attirée sur le locus 14q32 (Homo sapiens) / distal 12 (Mus musculus)
par la présence dans le locus orthologue, chez le Rat, d’un gène de snoRNA C/D répété et à
expression restreinte au cerveau chez l’adulte, RBII-36 (Cavaillé et al., 2001). Cette situation
rappelait celle du locus 15q11-13 (H. sapiens) / 7C (M. musculus), d’autant que le locus 14q32 /
distal 12 était lui aussi connu pour héberger des gènes soumis à l’empreinte génomique parentale
(Miyoshi et al., 2000 ; Schmidt et al., 2000 ; Takada et al., 2000).

Une recherche systématique de séquences répétées dans ce locus a révélé l’existence de gènes
d’ARN C/D répétés, suivis de répétitions d’un autre type, le « cluster R » (Cavaillé et al., 2002).
Le clonage, par un autre laboratoire, de microARN dont les gènes sont situés dans le cluster R
(Lagos-Quintana et al., 2002) nous a amenés à rechercher les gènes de microARN dans ce locus,
et à identifier plusieurs dizaines de candidats (Seitz et al., 2004), dont plusieurs ont été confirmés
expérimentalement, par nous-mêmes ou par des équipes indépendantes (Seitz et al., 2004 ; Suh
et al., 2004 ; S. Griffiths-Jones, communication personnelle). Ce locus héberge donc une grande
concentration de gènes de microARN, la plus grande connue à ce jour.

D’autre part, parmi les gènes des microARN clonés en 2002 par Lagos-Quintana et ses
collaborateurs, deux sont également situés dans le locus 14q32 / distal 12, mais hors du clus-
ter R : ces deux microARN, miR-127 et miR-136, sont transcrits en orientation antisens d’un
rétrotransposon, Rtl1, et sont donc parfaitement complémentaires de deux séquences de son
ARNm ; ils sont donc susceptibles d’en guider la dégradation par interférence à ARN (Seitz
et al., 2003). Cette hypothèse est confortée par l’analyse de l’expression des gènes du locus chez
des mutants dont l’empreinte est affectée dans le domaine distal 12 : une stabilisation de l’ARN
Rtl1 semble corréler avec l’absence de miR-127 et miR-136 (Lin et al., 2003).

Enfin, les gènes de tous les microARN étudiés ici, ainsi que ceux des ARN C/D étudiés
ici, sont soumis à l’empreinte génomique parentale, et exprimés uniquement à partir de l’allèle
maternel. Ils sont exprimés, chez la Souris, au cours du développement embryonnaire, puis
leur expression semble se réduire, chez l’adulte, au cerveau. Tous ces gènes seraient d’évolution
récente, puisqu’ils paraissent propres aux Mammifères.

Un article de revue est présenté en Annexe 3 (page 195) ; il résume nos travaux sur le locus
14q32 humain, et ses orthologues, et le compare au locus 15q11-13 humain (et ses orthologues).

3.2 Discussion

Les gènes de tous ces petits ARN ont été découverts par des techniques de recherche systéma-
tique, par clonage de petits ARN (Cavaillé et al., 2001 ; Lagos-Quintana et al., 2002) et par
analyse de séquences génomiques (Cavaillé et al., 2002 ; Seitz et al., 2004). Ces deux approches
ne donnent toutefois aucune information sur les fonctions éventuelles des gènes révélés.

3.2.1 Ces petits ARN non-codants ont-ils une fonction ?

Il est tout à fait possible que ces nouveaux gènes d’ARN C/D et de microARN n’aient aucun
rôle physiologique. Ce pourraient être, par exemple, des éléments génétiques mobiles, dont la
multiplication ne confèrerait aucun avantage sélectif au génome-hôte. En effet, les gènes d’ARN
C/D peuvent se comporter en éléments génétiques mobiles : plusieurs exemples de gènes mo-
biles d’ARN C/D et de rétrogènes d’ARN C/D ont été rapportés (ces ARN stables et nucléaires
seraient des substrats privilégiés pour la réverse-transcription et l’insertion dans le génome) (Ba-
chellerie et al., 1995 ; Maxwell et Fournier, 1995 ; Renalier et al., 1996 ; Bachellerie et al., 2002 ;
Cervelli et al., 2002) ; quant aux gènes de microARN, ils pourraient également se déplacer et
se multiplier dans les génomes (par rétrotransposition des précurseurs repliés en tige-boucle ?),
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puisque plusieurs gènes de microARN possèdent des isoformes dispersées dans les génomes (ainsi,
on dénombre actuellement une douzaine d’isoformes du gène let-7 chez les Mammifères), et des
transposons de Plantes présentent des similarités frappantes avec les gènes de microARN (en
particulier, leurs transcrits, repliés en tige-boucle, sont digérés par une RNase III pour libérer de
petits ARN d’une vingtaine de nucléotides) (Mette et al., 2002). L’insertion de quelques gènes
d’ARN C/D, et de quelques gènes de microARN, aurait été suivie de duplications, à l’origine de
ces nombreuses répétitions de séquences apparentées. Les loci soumis à l’empreinte génomique
parentale connaissent des fréquences de recombinaison beaucoup plus élevées que le reste du
génome (spécialement au cours de la méiose de la lignée germinale femelle) (Lercher et Hurst,
2003) ; ce phénomène pourrait être dû à la conformation particulière de la chromatine de ces
loci pendant la gamétogenèse, donc en particulier pendant la méiose. Des événements de recom-
binaison entre chromosomes homologues auraient pu conduire à la multiplication de ces gènes
non-codants. Ainsi, quelques éléments transposables de types « ARN C/D » et « microARN »,
initialement insérés dans un locus qui se trouvait soumis à l’empreinte génomique parentale, au-
raient été dupliqués à plusieurs reprises, pour atteindre aujourd’hui plusieurs dizaines de copies.
Cette amplification serait donc une conséquence de l’empreinte de leur locus, ce qui expliquerait
qu’on ne connâıt pas, à l’heure actuelle, d’autre concentration de gènes de microARN de cette
ampleur, et que le seul autre locus contenant une telle concentration de gènes d’ARN C/D, le
locus 15q11-13, soit lui aussi soumis à l’empreinte génomique parentale (Cavaillé et al., 2000 ;
voir Résultats, page 115). La figure 3.1, page 153, résume la séquence d’événements qui au-
rait ainsi pu aboutir à la multiplication de rétrogènes dans le locus. Par dérive génétique, un
allèle constitué de nombreuses copies de rétrogènes serait alors devenu majoritaire dans une
population.

Ce modèle exige une série de cöıncidences, pour que le nombre de copies dans une popu-
lation augmente progressivement par dérive génétique, sans pression de sélection. Si ces petits
ARN jouaient une fonction dans la cellule, leur amplification progressive au cours de l’évolution
s’expliquerait plus facilement.

3.2.2 Un rôle des petits ARN non-codants dans le développement ?

Les embryons de Souris portant une délétion maternelle de la DMR dérivée de la lignée
germinale du locus distal 12 présentent de graves défauts développementaux, et meurent avant
la fin de la gestation ou peu après la naissance (Lin et al., 2003) (voir Résultats, page 122). Or,
cette manipulation n’affecte directement que les gènes soumis à l’empreinte génomique parentale
dans le locus distal 12 : ces défauts sont donc dus à la dérégulation de gènes soumis à l’empreinte
dans ce locus.

Ces embryons meurent avant la fin de la gestation (la létalité se manifeste à partir du seizième
jour de gestation ; la gestation chez la Souris dure 19 à 20 jours) ; dans chaque muscle squelettique,
les fibres musculaires sont surabondantes et hypertrophiées à partir du seizième jour, et leur
différenciation est retardée ; au dix-neuvième jour, des défauts du cartilage déforment la cage
thoracique, et plusieurs régions du squelette sont hypo-ossifiées ; enfin, la morphologie du foie est
affectée (Anne Ferguson-Smith, communication personnelle). Ces défauts peuvent être attribués
à la surexpression de gènes à expression paternelle (Dlk1, connu pour inhiber la différenciation
des préadipocytes en adipocytes : Moon et al., 2002 ; le rétrotransposon Rtl1 ; Dio3, qui inactive
les hormones thyröıdiennes T3 et T4 : Hernandez et al., 1999), ou à la répression de gènes
non-codants à expression maternelle (Gtl2, les gènes d’ARN C/D, les gènes de microARN).

De la même manière, les défauts du développement des embryons présentant une disomie
uniparentale pour le chromosome 12 sont probablement dus aux dérégulations de l’expression des
gènes du locus distal 12, puisqu’aucun autre locus soumis à l’empreinte génomique parentale n’est
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connu sur ce chromosome1. Les embryons à disomie uniparentale paternelle (donc : déficients
pour l’expression du gène Gtl2, et des gènes d’ARN C/D et de microARN, et qui surexpriment
Dlk1, Rtl1 et Dio3 ) présentent exactement les mêmes défauts que les embryons portant une
délétion maternelle de la DMR dérivée de la lignée germinale (voir ci-dessus), avec une anomalie
supplémentaire : le placenta est hypertrophié le dernier jour de la gestation. Les embryons à
disomie uniparentale maternelle (donc : déficients pour l’expression des gènes Dlk1, Rtl1 et Dio3,
et qui surexpriment Gtl2 et les gènes d’ARN C/D et de microARN) meurent, pour la plupart,
le dernier jour de gestation, et les survivants meurent peu après la naissance ; ils présentent un
défaut de croissance net à partir du seizième jour de gestation, et leur placenta est lui-même
visiblement réduit à partir du seizième jour ; les fibres musculaires sont réduites (en nombre, et
en taille) à partir du seizième jour ; le squelette ne présente pas de défaut visible, à l’exception
de l’hypo-ossification de deux os de l’oreille interne (Georgiades et al., 2000).

Plusieurs de ces troubles pourraient être dus à la dérégulation de Dlk1, impliqué notamment
dans la différenciation des adipocytes. Des embryons déficients pour Dlk1 présentent un retard
de croissance qui pourrait expliquer celui des embryons à disomie maternelle, et des défauts du
squelette de la cage thoracique ; la moitié de ces souris meurent peu après la naissance ; à ces
défauts s’ajoute, chez les souris adultes survivantes, une hypertrophie des adipocytes, et une
hyperadiposité générale (Moon et al., 2002). Cependant, tous les défauts des souris à disomie
uniparentale maternelle ne peuvent pas être attribués à la répression de Dlk1, puisque la moitié
des souris Dlk1−/− atteignent l’âge adulte, alors que la moitié des embryons à disomie uniparen-
tale maternelle meurent avant la naissance, et l’autre moitié, immédiatement après (Georgiades
et al., 2000). Quant à l’expression biallélique de Dlk1 (simultanée à l’expression biallélique d’une
forme d’épissage de Gtl2 ), suite à un défaut naturel d’établissement de l’empreinte du locus chez
la Souris, elle n’a aucun effet sur la viabilité des embryons : l’expression biallélique de Dlk1 n’est
donc pas responsable des défauts de viabilité des embryons présentant une disomie uniparentale
paternelle (Croteau et al., 2003).

Les défauts développementaux des embryons à disomie uniparentale pour le chromosome 12
qui ne peuvent pas être attribués à la dérégulation de Dlk1, pourraient être dus à la dérégulation
des gènes d’ARN C/D, ou plus probablement, des gènes de microARN (ces ARN C/D et mi-
croARN sont tous exprimés au cours du développement embryonnaire). En effet, de manière
générale, les microARN pourraient jouer un rôle central dans les divisions asymétriques, base
cellulaire de nombreux processus développementaux : en neutralisant les ARNm hérités de la
cellule-mère non différenciée (par RNAi ou répression traductionnelle), ils permettraient aux
cellules-filles de s’engager dans des voies de différenciation (Rhoades et al., 2002 ; Bartel et
Chen, 2004). Cette hypothèse a le mérite d’expliquer l’observation surprenante selon laquelle
toutes les fonctions démontrées pour des microARN ont trait au contrôle du développement
(voir Introduction, partie 1.4.4, page 75) : la fonction générique des microARN pourrait être de
curer chaque cellule d’ARNm spécifiques, hérités de la cellule-mère, et d’établir un contexte de
régulation post-transcriptionnelle qui influencerait l’expression des gènes, et donc, participerait
à la définition de l’identité cellulaire (Bartel et Chen, 2004 ; Hobert, 2004) (voir Introduction,
page 78). Les gènes de microARN du locus distal 12 pourraient ainsi jouer un rôle dans la
différenciation des cellules musculaires, un processus affecté par les disomies uniparentales du
chromosome 12, mais apparemment pas par l’inactivation ou la surexpression de Dlk1 (voir plus
haut).

1De plus, les phénotypes des embryons à disomie uniparentale paternelle (et la disomie uniparentale affecterait
tous les gènes soumis à l’empreinte sur le chromosome 12), et celui des embryons qui portent une délétion maternelle
de la DMR dérivée de la lignée germinale (laquelle n’affecte a priori que les gènes du locus distal 12), sont très
similaires ; seul le phénotype du placenta diffère (voir texte). Il est donc probable que le chromosome 12 ne
contienne pas d’autre locus soumis à l’empreinte dont la dérégulation perturbe le développement, et la différence
de phénotype du placenta semble due à un contrôle particulier du locus dans le placenta, où la DMR ne jouerait
pas le même rôle que dans l’embryon (S.-P. Lin et al., manuscrit en préparation).
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3.2.3 Des ARN-cibles ?

Si les gènes d’ARN C/D ou de microARN du locus ont une fonction (en particulier dans le
contrôle du développement, cf ci-dessus), leur mode d’action, au niveau moléculaire, pourrait
impliquer l’appariement de ces petits ARN avec des ARN-cibles, comme tous les ARN C/D et
microARN dont le rôle moléculaire est documenté ; dans ce cas, la compréhension de la fonction
biologique de ces nouveaux gènes passera par l’identification de leurs ARN-cibles.

Conservation de la séquence nucléotidique

Un trait remarquable des gènes d’ARN C/D du locus 14q32 et de ses orthologues, est la
grande divergence de séquence entre des gènes visiblement apparentés, dans une même espèce,
et entre espèces différentes (Cavaillé et al., 2002) (article n°1) ; dans une moindre mesure, les gènes
de microARN sont également divergents (les séquences humaine et murine de miR-329/miR-A2
diffèrent de 4 nucléotides ; celles de miR-300/miR-A9 diffèrent de 8 nucléotides ; celles de miR-
376b/miR-B4 diffèrent de 2 nucléotides ; celles de miR-376/miR-B6 diffèrent de 1 nucléotide),
alors que la plupart des microARN sont absolument conservés entre l’Homme et la Souris. Ces
gènes semblent de plus restreints aux Mammifères.

Il est frappant de constater que ces caractéristiques, relativement nouvelles pour des mi-
croARN, sont partagées par de nombreux microARN exprimés dans les cellules-souches em-
bryonnaires de Souris, et dont certains pourraient être cotranscrits sous la forme de précurseurs
communs (Houbaviy et al., 2003).

Les microARN que nous avons décrits semblent donc faire partie d’une classe de molécules
spécifiques des Mammifères. Ils ont pu passer inaperçus jusqu’à présent en raison, justement,
de leur faible conservation : il avait été décrété que les gènes de microARN sont conservés entre
différentes espèces, qui pouvaient être éloignées (en particulier, les gènes de microARN de Mam-
mifères devaient être conservés chez les Poissons), et les recherches bio-informatiques de gènes
de microARN ont utilisé ce critère pour sélectionner les séquences candidates (Ambros et al.,
2003 ; Grad et al., 2003 ; Lai et al., 2003 ; Lim et al., 2003a ; Lim et al., 2003b) ; certains auteurs
avaient ainsi prédit, par extrapolation à partir de l’erreur d’estimation de leur programme sur
les prédictions de gènes de microARN déjà connus, que les génomes de Vertébrés ne contenaient
pas plus de 255 gènes de microARN (Lim et al., 2003a).

Après la découverte de nombreux gènes de microARN propres aux Mammifères, il faut sans
doute rectifier cette estimation : les génomes de Vertébrés ne contiennent probablement pas
tous le même nombre de gènes de microARN, et un nombre inconnu de gènes de microARN
spécifiques d’espèces s’additionnent aux ≈250 gènes conservés prédits. Les gènes de microARN
spécifiques des Mammifères pourraient jouer un rôle particulier dans l’embryogenèse, puisque
les microARN que nous avons décrits sont exprimés dans l’embryon (Seitz et al., 2004), et que
la plupart des autres sont exprimés principalement dans les cellules-souches embryonnaires non
différenciées (Houbaviy et al., 2003 ; Suh et al., 2004).

Le manque de conservation des séquences de ces petits ARN pourrait donner des indications
sur leur fonction. Par exemple, si les microARN guident l’hétérochromatinisation de leur locus en
s’appariant à l’ADN de leurs gènes, ou à des transcrits naissants complémentaires (voir page 154),
des mutations pourraient s’accumuler dans la séquence du microARN sans que sa fonction en soit
affectée : puisque le microARN sera toujours homologue à son propre gène, il pourrait échapper,
dans une certaine mesure, à la pression qui impose la conservation des séquences fonctionnelles
(il serait toutefois sensible aux mutations qui perturberaient excessivement la structure de son
précurseur en tige-boucle, et qui empêcheraient sa maturation).

Si ces petits ARN s’apparient à des ARN-cibles (pour en guider la 2´-O-méthylation pour les
ARN C/D, ou pour en diriger le clivage ou la répression traductionnelle, pour les microARN), leur
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faible conservation pourrait s’expliquer par une redondance fonctionnelle, entre les nombreuses
copies de ces gènes : si un nombre suffisant de gènes garde la capacité de s’apparier à sa cible,
les autres échapperont à la pression de sélection. En particulier, les séquences responsables de
leur spécificité de cible (le segment situé en amont de la bôıte D ou D´, pour les ARN C/D ;
l’extrémité 5´, pour les microARN) ne sont pas plus conservées que le reste de leurs séquences
(voir articles n°1 et 4).

Dans une espèce donnée, les différentes copies de ces gènes, relativement divergentes, pour-
raient alors avoir acquis de nouvelles fonctions, et réguler de nouveaux ARN-cibles.

Les nouveaux ARN C/D : des guides de méthylation ?

Les ARN C/D exprimés à partir des gènes du locus distal 12 semblent nucléolaires (du moins,
ceux dont la localisation a été analysée ; voir page 115). Ils s’accumulent donc, comme tous les
snoRNA impliqués dans la maturation des ARNr, au voisinage des sites de transcription des
ARNpré-r, ce qui pourrait signifier qu’ils participent eux-mêmes à la maturation des ARNr. Cette
perspective est très intéressante, puisque, chez l’adulte, ces ARN C/D ne semblent exprimés que
dans le cerveau : ils pourraient alors se rendre responsables de maturations des ARNr qui soient
spécifiques du cerveau ; le ribosome du cerveau serait différent du ribosome des autres tissus, ce
qui pourrait avoir de nombreuses conséquences fonctionnelles. Ces maturations pourraient par
exemple jouer un rôle dans la traduction localisée au voisinage des synapses : chez les Vertébrés,
des polyribosomes et des ARNm spécifiques se localisent dans les dendrites de nombreux neurones
post-synaptiques, et la synthèse protéique qui s’y déroule (sous le contrôle de stimuli donnés)
modifie la sensibilité de la synapse, et pourrait contribuer à la plasticité synaptique (voir Steward
et Schuman, 2003, pour revue). De la même manière, si ces nouveaux ARN C/D participaient
à la maturation des snRNA, impliqués dans l’épissage, leur expression spécifique du cerveau
pourrait jouer un rôle dans un contrôle de l’épissage spécifique de tissu.

Cependant, ces nouveaux ARN C/D ne semblent pas présenter de complémentarités fonction-
nelles à l’ARNpré-r ou aux snRNA en amont de leurs bôıtes D et D´ : les complémentarités iden-
tifiées sont courtes, et statistiquement attendues (cf Annexe 2, page 173). Ils ne semblent donc
pas en mesure de guider de 2´-O-méthylation sur l’ARNpré-r ou les snRNA. Plus généralement,
ils sont dépourvus de longue complémentarité (à une position quelconque sur l’ARN C/D) à ces
ARN, donc ne semblent pas pouvoir influencer leur repliement (voir Annexe 2, page 173).

Ces ARN C/D pourraient aussi guider la modification post-transcriptionnelle d’autres ARN
cellulaires : l’exemple du snoRNA MBII-52/HBII-52 (dont le gène est porté par un autre locus
soumis à l’empreinte, le locus 15q11-13 : voir page 53) frappe l’imagination. Ce snoRNA présente
une complémentarité de 18 nt à un ARNm spécifique du cerveau, l’ARNm du récepteur 5-HT2C

à la sérotonine, et cette complémentarité se trouve immédiatement en amont de la bôıte D du
snoRNA MBII-52/HBII-52 ; le site prédit de 2´-O-méthylation est un nucléotide connu pour
être édité, et des données in vitro indiquent que la 2´-O-méthylation inhibe l’édition catalysée
par l’une des deux enzymes responsables de l’édition de ce site, ADAR-2 (Yi-Brunozzi et al.,
1999) (voir page 57). Ex vivo, une construction contenant ce site d’édition, transcrite dans
le nucléole par l’ARN-polymérase I, est éditée par ADAR-2, et cette édition est inhibée par
un guide de méthylation dirigé contre le site d’édition (P. Vitali, communication personnelle).
Ainsi, des ARNm pourraient être modifiés post-transcriptionnellement dans le nucléole ; cette
hypothèse s’accorderait bien avec l’observation de la localisation nucléolaire de plusieurs ARNm

(voir Pederson, 1998, pour une revue).
L’identification d’ARN 2´-O-méthylés par l’action de ces nouveaux ARN C/D est plus difficile

qu’il n’y parâıt : une complémentarité de 12 nt entre la séquence de l’ARN C/D immédiatement
en amont de la bôıte D, et l’ARN-cible, suffit à guider une méthylation totale de la cible (Cavaillé
et Bachellerie, 1998). Or, le chromosome X humain (dont la séquence ne représente que 4 % de
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la séquence totale du génome humain) présente 8 séquences parfaitement complémentaires aux
12 nt immédiatement en amont de la bôıte D de MBII-52/HBII-52 (dont la séquence de 5-HT2C ,
qui est portée par ce chromosome) (résultats non montrés). D’autres informations (pas toutes dis-
ponibles dans les banques de données), telles que le patron d’expression des séquences transcrites
(à comparer au patron d’expression des ARN C/D), sont nécessaires pour identifier un nombre
raisonnable d’ARN-cibles candidats ; la démonstration expérimentale de la 2´-O-méthylation in
vivo, quant à elle, n’est pas chose aisée non plus, puisque les protocoles de détection des 2´-O-
méthylations d’ARN, développés pour l’étude de la méthylation des ARN ribosomiques (Maden,
1990 ; Maden et al., 1995), sont peu adaptés à l’analyse d’ARNm faiblement exprimés (résultats
non montrés).

Outre ces rôles de guidage de la 2´-O-méthylation ou d’aide au repliement, les ARN C/D que
nous avons décrits pourraient jouer un rôle original. Il est en effet remarquable que la tige termi-
nale de la plupart de ces ARN C/D, et de ceux des gènes du locus 15q11-13, sont très semblables :
elles se rapprochent du consensus 5´ GG(A|G)TC...GG(C|T)CC 3´, alors que les séquences des
tiges terminales des snoRNA exprimés ubiquitairement n’obéissent pas à ce consensus (Cavaillé
et al., 2002). Cette particularité pourrait avoir une signification fonctionnelle : par exemple, une
protéine pourrait reconnâıtre spécifiquement les ARN C/D présentant cette tige terminale, et
leur conférer des propriétés inhabituelles. Il reste donc possible que ces nouveaux ARN C/D
jouent un rôle biologique, mais sans interagir avec des ARN-cibles.

Les nouveaux microARN : gènes-cibles potentiels

L’identification des ARN-cibles potentiels des microARN exprimés à partir du locus dis-
tal 12 pose un problème similaire : hormis miR-127 et miR-136 (voir ci-dessous), aucun de ces
microARN ne présente de complémentarité parfaite à un ARNm (ils ne semblent donc pas guider
de dégradation par RNAi).

Des données génétiques, chez le Mouton, suggèrent qu’un (ou : des) gène(s) à expression
maternelle, dans l’orthologue ovin du locus humain 14q32, réprime(nt) un (ou : des) gène(s)
à expression paternelle, du même locus (voir page 140). Le gène DLK1 pourrait être ce gène
à expression paternelle, puisqu’il est connu pour participer à des processus développementaux
(Georges et al., 2003). Les microARN du locus ovin seraient de bons candidats pour réprimer
DLK1 ; cependant, chez la Souris, aucun ne présente de complémentarité parfaite à l’ARNm

Dlk1 (ils semblent donc incapables d’en guider la dégradation par RNAi), et les programmes
de recherche de complémentarités fonctionnelles pour la répression traductionnelle ne mettent
pas en évidence d’interaction privilégiée entre les microARN du locus, et l’ARNm Dlk1 (voir
Résultats, page 140). Ces programmes ne sont probablement pas encore parfaitement efficaces,
et il est possible que l’interaction en trans entre gènes du locus soit propre au Mouton ; cependant,
il convient aussi de ne pas négliger un autre gène à expression paternelle, RTL1/PEG11, que
les microARN (à expression maternelle) miR-127 et miR-136 semblent capables de réprimer
post-transcriptionnellement, par RNAi (voir articles n°2 et 3).

Bien qu’il ne soit pas mobile (les génomes de Mammifères ne contiennent pas d’autre séquence
identique), Rtl1 semble être un rétrotransposon, avec lesquels sa séquence l’apparente clairement.
Son immobilité pourrait signifier qu’un système de défense du génome l’a mâıtrisé, au moins dans
la lignée germinale. Cette répression de Rtl1 pourrait faire intervenir une dégradation par RNAi,
guidé par miR-127 ou miR-136. Il semble en effet que le RNAi réprime les éléments génétiques
mobiles dans de nombreuses espèces (Schramke et Allshire, 2003 ; Sijen et Plasterk, 2003 ; Chicas
et al., 2004 ; Shi et al., 2004 ; Svoboda et al., 2004a), et cette tendance pourrait s’appliquer à
Rtl1.

En première analyse, il pourrait sembler paradoxal qu’un rétrotransposon contienne les
séquences qui le répriment (puisque les gènes de miR-127 et miR-136, transcrits en antisens
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de Rtl1, en sont indissociables) ; cependant, la répression d’un rétrotransposon, probablement
bénéfique au génome-hôte, l’est donc aussi pour son parasite : un rétrotransposon actif, en
menaçant l’intégrité de son génome-hôte, risque de disparâıtre avec lui. Un rétrotransposon
réprimé, immobilisé, ne peut plus se multiplier, mais il peut sans doute se maintenir plus
sûrement qu’un rétrotransposon actif. De ce point de vue, Rtl1 serait tombé dans un piège
évolutif (incapable de rétrotransposer, il pourrait accumuler des mutations sur son unique co-
pie), mais ce piège est aussi une protection.

Il est intéressant de remarquer que la phase ouverte de lecture de Rtl1 est conservée chez
les différents Mammifères où il a été étudié. Il est donc possible que Rtl1 ait acquis une fonc-
tion bénéfique à son génome-hôte, et qu’il remplisse désormais une fonction déterminée dans la
biologie des Mammifères (Lynch et Tristem, 2003).

3.2.4 Gènes de petits ARN répétés et empreinte génomique parentale : une
association étonnante

Les deux loci contenant des gènes d’ARN C/D répétés sont soumis à l’empreinte génomique
parentale ; étant donné que l’empreinte est un phénomène rare (on estime qu’elle affecte moins
de 1 % des gènes de Mammifères : voir page 24), et qu’aucun autre locus humain ne semble
contenir de gènes d’ARN C/D répétés (voir Résultats, page 115), la cöıncidence est troublante.
De la même manière, aucun autre locus ne semble aussi riche en gènes de microARN que le
locus 14q32 (Seitz et al., 2004). De surcrôıt, les gènes d’ARN C/D du locus 15q11-13 (de los
Santos et al., 2000 ; Cavaillé et al., 2001), et au moins les gènes de microARN du locus 14q32
(résultats non montrés) semblent propres aux Mammifères placentaires (les petits ARN ne sont
pas détectés dans le cerveau d’autres espèces, et leurs gènes sont absents des génomes du Poisson
Fugu rubripes et du Poulet, et du génome de plusieurs Invertébrés) : la présence de ces gènes
répétés de petits ARN corrèle donc avec l’empreinte génomique parentale2. Ces observations
surprenantes s’expliqueraient si la nature des loci soumis à l’empreinte génomique parentale
favorisait la multiplication de ce type de gènes (la répétition des gènes de petits ARN serait
alors une conséquence de l’empreinte de ces loci), ou si la répétition des gènes de petits ARN
provoquait l’empreinte de leur locus (la répétition des gènes de petits ARN serait alors une cause
de l’empreinte de ces loci).

Dans la première hypothèse, une caractéristique particulière des loci soumis à l’empreinte
génomique parentale aurait permis la multiplication d’un nombre initialement réduit de gènes
d’ARN C/D (dans les loci 15q11-13 et 14q32) et de microARN (dans le locus 14q32). Par
exemple, puisqu’il est connu que les loci soumis à l’empreinte recombinent plus fréquemment
que les autres (Lercher et Hurst, 2003), la multiplication de ces gènes pourrait résulter de re-
combinaisons multiples entre les chromosomes homologues : cette hypothèse est présentée en
figure 3.1. Si l’augmentation du nombre de copies de ces gènes conférait un avantage sélectif
(ainsi, s’ils ont acquis une fonction régulatrice — par exemple au cours du développement — et
que leur surexpression présentait un avantage), l’allèle le plus riche en copies de gènes de petits
ARN serait avantagé, après chaque événement de recombinaison. L’empreinte génomique paren-
tale des loci 15q11-13 et 14q32 aurait aussi pu favoriser l’apparition initiale des gènes de petits
ARN dans ces loci : le locus 15q11-13 semble être un point chaud d’intégration des rétrogènes,
puisque son orthologue murin a intégré très récemment (notamment, depuis la divergence entre
les genres Mus et Rattus) plusieurs rétrogènes (Chai et al., 2001). Si cette particularité était
reliée à l’empreinte génomique parentale (par exemple, si elle dépend de la structure chroma-
tinienne du locus lors de la gamétogenèse), elle pourrait s’appliquer également au locus 14q32.

2À l’exception des Marsupiaux, apparemment dépourvus des gènes de petits ARN répétés, mais chez lesquels
des cas de gènes soumis à l’empreinte ont été rapportés ; cependant, on ne sait pas si ces deux loci sont aussi
soumis à l’empreinte chez les Marsupiaux (voir page 162).
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Or, l’un des gènes d’ARN C/D du locus 14q32 et de ses orthologues, le gène RBII-36 (spécifique
du Rat) possède de nombreux rétrogènes, dispersés dans le génome (J. Cavaillé, communication
personnelle) : l’un des rétrogènes de RBII-36 aurait ainsi pu s’intégrer, par hasard, dans le locus
6q31-32 du Rat, et l’empreinte de ce locus lui aurait alors permis de se multiplier.

ancêtre du locus

14q32 humain et

distal 12 murin

chromosomes des gamètes :

méiose : recombinaison

insertions de deux rétrogènes

Fig. 3.1 – Modèle d’invasion du locus par des rétrogènes. L’insertion successive de
deux rétrogènes identiques (représentés par des rectangles rouges) dans le locus crée un substrat
propre à s’amplifier par recombinaison : après recombinaison, l’un des allèles s’est enrichi en
copies du rétrogène.

Dans la deuxième hypothèse, la répétition des gènes de petits ARN (par un mécanisme in-
connu) dans des loci initialement non soumis à l’empreinte génomique parentale, aurait provoqué
l’empreinte du locus. En effet, les loci soumis à l’empreinte sont riches en séquences répétées et
en rétrogènes, et il a été proposé que l’apparition, dans un locus donné, de telles séquences pou-
vait aboutir à son empreinte, comme une conséquence d’une extinction incomplète de séquences
traitées comme des parasites génomiques (voir Introduction, page 38) : la répression de ces gènes,
par des modifications épigénétiques apposées lors de la gamétogenèse, ne serait efficace que dans
une des deux lignées germinales. Elle s’étendrait aux gènes avoisinants, forçant ainsi le mono-
allélisme de leur expression. Dans l’exemple du locus 15q11-13, la multiplication de gènes d’ARN
C/D serait alors la cause de l’empreinte du locus ; dans le cas du locus 14q32, des gènes d’ARN
C/D et des gènes de microARN se seraient multipliés simultanément, et ces deux familles de
répétitions seraient responsables de l’empreinte de leur locus.

La principale difficulté de ce modèle est qu’il explique mal l’existence de gènes à expression
paternelle dans le locus 14q32 : si une extinction inefficace des gènes de petits ARN non-codants
(restreinte à l’allèle paternel) s’étend aux séquences du voisinage (Gtl2 dans ce cas, s’il n’est
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pas cotranscrit avec les petits ARN), pourquoi Dlk1, Rtl1 et Dio3 seraient-ils réprimés sur
l’allèle maternel ? Cette difficulté se résout si les gènes à expression maternelle ont une activité
de répression des séquences voisines, en cis. En d’autres termes, si ces gènes ont un rôle dans
le mécanisme de l’empreinte de Dlk1, Rtl1 et Dio3. Puisque cet effet doit être exclusivement
en cis (de manière à n’affecter que l’allèle maternel de ces trois gènes), il est probablement
transcriptionnel. Chacune des deux familles de petits ARN, ARN C/D et microARN, ainsi
que les ARN constitués des exons non-codants de leurs gènes-hôtes, raboutés après épissage,
pourraient éventuellement jouer ce rôle :

– Les ARN non-codants des gènes-hôtes (si les précurseurs des petits ARN étaient cotrans-
crits, il n’y aurait qu’un unique gène-hôte) pourraient avoir des propriétés de répresseurs en
cis, comme cela semble être le cas de l’ARN Air, nécessaire à la répression de l’allèle pater-
nel de trois gènes de son locus (Sleutels et al., 2002 ; Sleutels et al., 2003). Le mécanisme de
cette répression n’est pas encore connu. Ainsi, chez le Rat, l’ARN du gène-hôte des ARN
C/D (appelé Bsr) se localise exclusivement dans le noyau (Cavaillé et al., 2001), et en
particulier, sur le locus de son gène (É. Royo, résultats non publiés). De plus, dans l’autre
locus contenant des gènes d’ARN C/D répétés (le locus humain 15q11-13 et ses ortho-
logues), l’extrémité distale de l’ARN du gène-hôte des ARN C/D est antisens à l’ARNm

Ube3a, dont le gène est soumis à une empreinte réciproque à celle des gènes d’ARN C/D
(voir Introduction, page 36).

– Aucun exemple de répression transcriptionnelle par des ARN C/D n’est connu : si les ARN
C/D exprimés à partir de l’allèle maternel du locus 14q32 doivent réprimer la transcription
de trois gènes du voisinage, il faut que ce soit par une propriété que ne partagent pas
les ARN C/D dont les gènes ne sont pas soumis à l’empreinte. Cette propriété pourrait
être la répétition de leurs gènes : seuls les gènes d’ARN C/D répétés pourraient alors
réprimer la transcription en cis. La répétition de ces gènes, transcrits en multiples copies
de précurseurs d’ARN C/D, pourrait aboutir à une concentration locale élevée en protéines
impliquées dans la maturation des ARN C/D ; parmi elles, les protéines Tip48 et Tip49
(voir page 47), également connues sous les noms de Tip49b, RUVBL2, Rvb2, Tih2p, p50,
TAP54β et Reptin52 (pour Tip48), et Tip49a, RUVBL1, NMP238, Rvb1, TAP54α, Tih1p,
p55, TAP54 et Pontin52 (pour Tip49), participent à plusieurs complexes de modification de
la chromatine (référencés dans Ogura et Wilkinson, 2001). Tip49 interagit avec la matrice
nucléaire (Holzmann et al., 1998). Ainsi, si l’association des précurseurs d’ARN C/D à ces
deux protéines ne masque pas leurs sites d’interaction avec les complexes de remodelage de
la chromatine, ou avec la matrice nucléaire, la transcription de nombreux gènes d’ARN C/D
à partir de l’allèle maternel pourrait recruter sur cet allèle des activités de modification de
la chromatine, ou associer spécifiquement cet allèle à la matrice nucléaire, ce qui pourrait
réprimer la transcription de Dlk1, Rtl1 et Dio3 sur cet allèle (un exemple d’association
à la matrice nucléaire spécifique d’un allèle d’un locus soumis à l’empreinte génomique
parentale est déjà connu : Weber et al., 2003).

– Les microARN ne sont pas connus pour jouer un rôle dans la modification de la chromatine ;
cependant, des siRNA issus de la digestion de longs ARN doubles brins (bimoléculaires ou
monomoléculaires) semblent impliqués dans le guidage de l’hétérochromatinisation chez
de nombreuses espèces (voir Introduction, page 80) : des protéines requises pour la pro-
duction des siRNA ou leur fonction sont nécessaires à la mise en place ou au maintien de
l’hétérochromatine de loci spécifiques chez la levure à fission Schizosaccharomyces pombe
(et de petits ARN homologues des séquences hétérochromatinisées, apparemment des
siRNA, sont détectés) (Volpe et al., 2002 ; Hall et al., 2002 ; Schramke et Allshire, 2003),
chez la Crucifère Arabidopsis thaliana (Chan et al., 2004) et chez la Drosophile (Pal-Bhadra
et al., 2004), et des ARN présentant les caractéristiques des siRNA pourraient jouer un rôle
dans l’hétérochromatinisation de séquences homologues chez un Cilié (Liu et al., 2004c), et
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chez des Vertébrés (Fukagawa et al., 2004 ; Kawasaki et Taira, 2004 ; Morris et al., 2004).
La spécificité de séquence de ces processus d’hétérochromatinisation repose certainement
sur l’appariement entre les siRNA et un acide nucléique complémentaire ; on ne sait pas
encore si cet acide nucléique est de l’ADN (le siRNA n’y aurait alors accès qu’à condi-
tion que la double hélice d’ADN soit ouverte), ou un ARN, qui pourrait être un transcrit
naissant, donc encore à proximité de la chromatine de son gène. Les microARN, dont
la biosynthèse s’apparente à celle des siRNA, et qui s’associent à plusieurs partenaires
protéiques des siRNA (voir Introduction, page 62), pourraient jouer un rôle semblable. Si
les microARN des gènes du locus 14q32 étaient responsables de l’empreinte de Dlk1, Rtl1
et Dio3, il faudrait que leur effet se restreigne à l’allèle maternel, à proximité de leur site de
transcription, alors que les effets des siRNA sur la chromatine chez les Vertébrés sont des
effets trans (Kawasaki et Taira, 2004 ; Morris et al., 2004) ; un modèle impliquant les mi-
croARN dans l’hétérochromatinisation de l’allèle maternel du locus devra donc expliquer
cette spécificité (voir ci-dessous).

Les données disponibles sur la répression transcriptionnelle guidée par des siRNA chez
les Mammifères sont très récentes, et semblent encore contradictoires : alors que la trans-
cription d’un ARN qui se replie en tige-boucle, dans les ovocytes de Souris, ne guide pas de
méthylation de l’ADN d’une séquence homologue en trans (Svoboda et al., 2004b), l’introduc-
tion de siRNA synthétiques dans des cellules humaines 293FT en culture provoque la méthylation
d’une séquence homologue aux siRNA à condition que le noyau des cellules soit perméabilisé
(Morris et al., 2004). En revanche, la transfection de cellules épithéliales humaines, saines ou
tumorales, par des siRNA homologues de séquences d’un promoteur aboutit à la méthylation des
cytosines des dinucléotides CpG et des trinucléotides CpNpG (appelées « cytosines symétriques » ;
les cytosines asymétriques n’ont pas été analysées) des séquences ciblées (Kawasaki et Taira,
2004) ; la méthylation peut se propager aux cytosines symétriques du voisinage (des cytosines
situées à une centaine de pb du site de complémentarité sont méthylées, mais pas des cyto-
sines situées à environ 200 pb). Il est possible que les types cellulaires utilisés dans ces trois
études ne sont pas également compétents pour la méthylation d’ADN dirigée par les siRNA ;
par exemple, les siRNA pourraient guider des modifications post-traductionnelles des histones,
lesquelles aboutiraient ou non, selon le type cellulaire, à la méthylation de l’ADN qui leur est
associé ; ou encore, puisque l’une des études montre une dépendance à la perméabilisation de
l’enveloppe nucléaire, il est possible que les petits ARN soient exclus du noyau des ovocytes de
Souris. Étant donnée leur petite taille, les siRNA devraient traverser les pores nucléaires par
simple diffusion ; cependant, le système d’export des pre-miRNA, par l’exportine 5 (voir Intro-
duction, page 65) (Yi et al., 2003 ; Lund et al., 2004), pourrait chasser activement du noyau les
siRNA qui y sont entrés, puisque cette exportine présente une grande affinité pour les produits
de Dicer (Gwizdek et al., 2003 ; Lund et al., 2004). En outre, les siRNA, même transfectés, s’as-
socient probablement rapidement aux protéines du complexe RISC, pour former une particule de
grande taille (Pham et al., 2004) (voir aussi Introduction, page 71) ; la taille de ce complexe (80S,
une taille comparable à celle du ribosome) lui interdirait alors de diffuser jusqu’à la chromatine.

Dans le cas qui nous intéresse, si les microARN des gènes du locus 14q32 pouvaient guider
l’hétérochromatinisation de séquences en cis sur l’allèle maternel, le phénomène aurait proba-
blement lieu dans les ovocytes, où l’empreinte maternelle se met en place (voir Introduction,
page 26) ; dans ce cas, l’étude menée sur les ovocytes de Souris (Svoboda et al., 2004b) est pro-
bablement la plus pertinente pour notre sujet. Ce travail a montré que la transcription d’ARN
qui se replient en tige-boucle (le segment bicaténaire est long d’environ 500 pb : Svoboda et al.,
2001 ; ce n’est donc pas un pre-miRNA, plutôt un précurseur de siRNA) ne provoque pas la
méthylation de l’ADN portant une séquence homologue, en trans. Les auteurs n’ont pas pu
analyser la méthylation du gène de cet ARN bicaténaire, pour des raisons techniques (Svoboda
et al., 2004b). Puisque les cellules de Mammifères semblent avoir la propriété de méthyler les
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séquences d’ADN complémentaires des siRNA (Kawasaki et Taira, 2004 ; Morris et al., 2004), les
observations réalisées sur l’ovocyte de Souris pourraient signifier que, alors que ces cellules en ont
la capacité intrinsèque, elles ne méthylent pas les séquences d’ADN homologues des siRNA pour
une raison qui n’est pas forcément en rapport avec la machinerie de méthylation de l’ADN :
par exemple, les siRNA pourraient être exportés du noyau des ovocytes de Souris avec une
très grande efficacité, et n’auraient pas le temps de guider la méthylation de séquences homo-
logues en trans. Puisque la production de siRNA à partir d’ARN repliés en longue tige-boucle
peut se dérouler intégralement dans le noyau (Shinagawa et Ishii, 2003), allonger le temps de
résidence des siRNA dans le noyau (par exemple, en inhibant leur export) pourrait alors leur
permettre de guider la méthylation de séquences en trans. Dans le cadre de cette hypothèse, les
siRNA pourraient peut-être guider une méthylation d’ADN en cis dans des conditions physiolo-
giques : transcrits à proximité de leur cible, ils pourraient l’atteindre rapidement, et en diriger la
méthylation avant d’être exportés ; des précurseurs de microARN, transcrits dans les ovocytes,
pourraient eux-mêmes être maturés intégralement dans le noyau, et guider la méthylation de
leur propre gène. Cette méthylation pourrait alors se propager aux séquences avoisinantes, no-
tamment les promoteurs de Dlk1, Rtl1 et Dio3 ; ce processus pourrait être d’autant plus efficace
que les gènes de microARN sont répétés, et la transcription des gènes de microARN dispersés
dans le génome n’aurait donc pas d’effet notable sur l’expression des gènes voisins.

Ce modèle pourrait ainsi expliquer l’empreinte des gènes Dlk1, Rtl1 et Dio3 par l’expression
monoallélique des gènes de microARN. Il faudrait toutefois qu’il explique, en plus, pourquoi le(s)
promoteur(s) des gènes à expression maternelle (Gtl2, les gènes d’ARN C/D, et les gènes des
microARN eux-mêmes) échappe(nt) à cette hétérochromatinisation : il faudrait qu’il(s) soi(en)t
protégé(s), d’une manière ou d’une autre, contre l’effet des microARN. Si un facteur spécifique
de l’ovogenèse protège la DMR dérivée de la lignée germinale contre la méthylation (absent des
spermatogonies, il serait responsable de la différence de méthylation entre les deux gamètes :
un tel mécanisme est postulé pour l’établissement de la méthylation différentielle de la DMR
dérivée de la lignée germinale du locus Igf2/H19 : voir Introduction, page 27), il pourrait protéger
également les promoteurs des gènes à expression maternelle.

Ces différents modèles sont présentés en figure 3.2, page 157.
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Fig. 3.2 – Empreinte génomique parentale et répétitions de gènes de petits ARN
non-codants. «mat. » : chromosome maternel ; « pat. » : chromosome paternel. A : L’empreinte
génomique parentale du locus préexistait à l’apparition des gènes répétés de petits ARN ; elle
aurait pu favoriser leur multiplication (voir figure 3.1). B : La multiplication des gènes de petits
ARN dans le locus provoque son hétérochromatinisation, comme pour la plupart des séquences
répétées du génome. Cette hétérochromatinisation n’est efficace que dans la lignée germinale
mâle, d’où l’empreinte des gènes de petits ARN. B1 : L’ARN non-codant issu du raboutage des
exons réprime en cis la transcription de gènes du voisinage (tels que Dlk1, Rtl1 et Dio3 ), à la
manière de l’ARN Air. B2 : La transcription de nombreux précurseurs d’ARN C/D recrute des
protéines de remodelage de la chromatine (telles Tip48 et Tip49), qui répriment la transcription
des gènes du voisinage sur l’allèle maternel. B3 : Les microARN, maturés à proximité de leur
site de transcription, en provoquent la méthylation, qui s’étend ensuite aux séquences adjacentes
(les promoteurs des gènes à expression maternelle seraient protégés contre cette méthylation),
provoquant la répression transcriptionnelle des gènes du voisinage.
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Outre cet effet transcriptionnel potentiel sur les trois gènes à expression paternelle, les pe-
tits ARN non-codants du locus pourraient participer à l’empreinte de Rtl1 au niveau post-
transcriptionnel, par RNAi spécifique d’allèle guidé par miR-127 ou miR-136. Ces deux mi-
croARN, exprimés à partir de l’allèle maternel uniquement, sont parfaitement complémentaires
de l’ARNm de Rtl1, et sont donc susceptibles d’en guider la dégradation par RNAi (voir Résultats,
page 118). Dans ce cas, le gène Rtl1 pourrait être transcrit à partir des deux allèles, mais une
dégradation de ses ARNm issus de la transcription de l’allèle maternel n’autoriserait l’expres-
sion que de l’allèle paternel. Il est difficilement concevable qu’une réaction de RNAi a priori
cytoplasmique (Fire et al., 1998 ; Martinez et al., 2002) puisse distinguer l’origine allélique des
ARNm Rtl1 ; plus probablement, si miR-127 ou miR-136 dirige le clivage de cet ARN, la réaction
se déroule à proximité du locus maternel, dans le noyau.

Deux groupes indépendants ont montré que la réaction de RNAi pouvait se dérouler dans le
noyau : chez le Nématode, il est possible de diriger la dégradation d’un ARNpré-m par RNAi3

(Bosher et al., 1999) ; et un extrait nucléaire de cellules humaines HeLa guide le clivage d’ARN-
cibles présentant des complémentarités parfaites à deux microARN endogènes, miR-21 et let-7a
(Meister et al., 2004).

En plus d’une localisation nucléaire de la réaction de RNAi, l’hypothèse d’un RNAi spécifique
d’allèle, dirigé par miR-127 ou miR-136, nécessite aussi que la réaction de clivage ne puisse pas
avoir lieu sur l’allèle paternel ; ce serait le cas si le complexe RISC, assemblé autour de miR-127
ou miR-136, ne se forme qu’à proximité de l’allèle maternel, et ne diffuse pas vers l’allèle paternel.
Il faudrait alors que ces deux microARN soient absents de l’environnement nucléoplasmique de
l’allèle paternel de Rtl1 : par exemple, ces microARN pourraient être maturés sur leur site de
transcription, sur le chromosome maternel, où ils dirigeraient le clivage de l’ARNm Rtl1 ; ils
seraient retenus dans cette région du noyau, et n’en sortiraient éventuellement que pour être
exportés vers le cytoplasme.

Une étude in vitro a montré, sur l’exemple du microARN miR-30a, qu’un extrait nucléaire
de cellules HeLa ne parvenait pas à maturer efficacement miR-30a, et que l’efficacité en était
nettement améliorée par l’ajout d’un extrait cytoplasmique (Lee et al., 2002b) ; cependant, chez
la Souris, de longs ARN en tige-boucle peuvent être maturés en siRNA dans le noyau (Shinagawa
et Ishii, 2003) ; puisque les voies de maturation des microARN et des siRNA sont similaires (la
même enzyme, Dicer, clive les précurseurs bicaténaires) (voir Introduction, page 62), le noyau
pourrait peut-être contenir tous les facteurs nécessaires à la production des microARN : le
seul composant a priori cytoplasmique connu pour participer à la biogenèse des microARN est
l’enzyme Dicer, or l’expérience de Shinagawa et Ishii montre que, in vivo, l’activité de clivage
des ARN double brin attribuée à Dicer est également nucléaire. Ce résultat pourrait signifier
que, in vivo, l’enzyme Dicer peut se localiser dans le noyau ; selon une deuxième interprétation,
une enzyme nucléaire (ce pourrait être Drosha qui, comme Dicer, clive les ARN double-brin en
libérant des extrémités 3´ sortantes de 2 nt) supplée Dicer.

On le voit, l’implication de miR-127 et miR-136 dans l’empreinte de Rtl1 par une réaction
de RNAi spécifique d’allèle nécessiterait plusieurs aménagements des modèles couramment ac-
ceptés, en ce qui concerne la localisation subcellulaire de la réaction de RNAi, et de la maturation
des microARN. Cependant, d’autres exceptions à ces modèles sont déjà connues. Si des données
génétiques suggèrent que ces microARN déstabilisent les ARNm issus de la transcription des
deux allèles de Rtl1 (voir Résultats, page 122, et Article n°3, page 124 : en l’absence des mi-
croARN, les ARNm des deux allèles de Rtl1 sont sur-accumulés, et s’accumulent autant l’un

3Ces résultats sont en contradiction apparente avec ceux de Fire et al., 1998, qui avaient montré que le RNAi
était inefficace contre un ARNpré-m. Mais les ARNpré-m ciblés ne sont pas les mêmes, et il est possible qu’un
ARNpré-m de courte durée de vie soit insensible au RNAi, alors qu’un ARNpré-m épissé lentement puisse être
ciblé (Bosher et al., 1999). L’ARN de Rtl1, dépourvu d’intron, pourrait être exporté peu efficacement (chez les
Métazoaires, l’export des ARNm est couplé à leur épissage : voir Reed, 2003, pour revue), donc vulnérable à un
RNAi nucléaire.
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que l’autre), elles ne sont pas non plus incompatibles avec un RNAi spécifique d’allèle : il est
possible qu’une réaction nucléaire, spécifique d’allèle, n’affecte que l’allèle maternel de Rtl1, et
que simultanément, une réaction cytoplasmique (guidée par des microARN miR-127 et miR-136
exportés du noyau) dégrade indistinctement les ARNm issus de la transcription des deux allèles
de Rtl1. Puisque l’ARNm de l’allèle paternel de Rtl1 est malgré tout détecté (voir Article n°2),
ce RNAi cytoplasmique serait moins efficace que le RNAi nucléaire. La figure 3.3 résume cette
situation.

Fig. 3.3 – Contribution post-transcriptionnelle à l’empreinte et à la répression
de Rtl1 par RNAi. « mat. » : chromosome maternel ; « pat. » : chromosome paternel. Les
microARN miR-127 et miR-136, exprimés uniquement à partir de l’allèle maternel, pourraient
guider un clivage de l’ARNm Rtl1 à proximité de leur site de transcription, dans le noyau (→ em-
preinte de Rtl1 ), et également (avec une moindre efficacité) dans le cytoplasme (→ répression
biallélique de Rtl1 ) ; voir texte.

3.2.5 Expression des ARN non-codants du locus 14q32

Tous les ARN non-codants dont les gènes sont portés par le locus 14q32 (Gtl2, les ARN
C/D, et les microARN) sont transcrits à partir du même chromosome, le chromosome maternel,
dans la même orientation, sous le contrôle d’un même élément régulateur, la DMR dérivée de
la lignée germinale, et ils semblent partager le même patron d’expression chez la Souris : chez
l’adulte, tous semblent exprimés principalement dans le cerveau (Schmidt et al., 2000 ; Cavaillé
et al., 2002 ; Seitz et al., 2004), et les ARN C/D et les microARN au moins sont exprimés chez
l’embryon (Cavaillé et al., 2002 ; Seitz et al., 2003 ; Seitz et al., 2004) (voir articles n°1, 2 et 4).
Il est donc possible que tous ces ARN soient co-transcrits. Des produits d’épissage de plusieurs
exons encadrant les gènes d’ARN C/D, ou les gènes de microARN (Cavaillé et al., 2002 ; Seitz
et al., 2004), sont en effet détectés : ces exons, donc les petits ARN qu’ils encadrent, sont donc
transcrits sous la forme d’un précurseur commun.

Parmi ces ARN non-codants, le seul dont l’extrémité 5´ ait été caractérisée est Gtl2 ; si
tous ces ARN non-codants étaient transcrits sous la forme d’un précurseur commun, ce transcrit
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primaire serait long d’au moins 197 kb chez la Souris (distance entre l’extrémité 5´ de l’ARN Gtl2
et le gène de miR-410/miR-A24, le gène de microARN le plus distal que nous ayons découvert).
Dans les banques de données, la plupart des séquences de transcrits Gtl2 ont la même extrémité
3´, en amont des gènes d’ARN C/D ; la co-transcription de Gtl2 avec les petits ARN signifierait
donc que ce gène possède plusieurs extrémités 3´ alternatives.

L’ARN Gtl2 possède plusieurs promoteurs alternatifs, et subit des épissages alternatifs ; la
régulation de l’expression de ces différentes isoformes ne semble pas régulée très strictement,
puisqu’après le croisement de deux lignées murines différentes, certaines isoformes peuvent être
exprimées à partir des deux allèles dans l’embryon ou le placenta (Croteau et al., 2003). Ces souris
ne présentent pas de phénotype particulier : les séquences de Gtl2 n’ont donc pas nécessairement
de fonction biologique, elles ne constituent peut-être que l’extrémité 5´ d’un long transcrit
primaire, dont les entités fonctionnelles pourraient être les ARN C/D ou les microARN.

3.2.6 L’ARN, nouveau champ de bataille de la guerre des sexes ?

Les fonctions des ARN C/D et microARN que nous avons décrits restent spéculatives ;
quelques observations suggèrent qu’ils pourraient réprimer l’ARNm de Rtl1 (voir page 151),
et éventuellement l’ARNm de Dlk1 (voir page 140). Ces deux ARNm sont exprimés à partir de
l’allèle paternel uniquement, alors que les microARN sont exprimés à partir de l’allèle maternel
uniquement : cet antagonisme entre gènes à expression paternelle, et gènes à expression mater-
nelle, est l’une des prédictions de la « théorie du conflit », qui explique l’émergence de l’empreinte
génomique parentale par un conflit entre les allèles hérités du père et les allèles hérités de la
mère (voir Introduction, page 39). Selon cette théorie, les allèles paternels auront de meilleures
chances de se transmettre si l’embryon se porte bien, même au détriment de la mère ou du reste
de la portée, alors que les allèles maternels auront de meilleures chances de se transmettre si la
gestation n’est pas trop coûteuse à la mère, quitte à ne pas assurer à l’embryon des conditions de
croissance optimales. Et effectivement, plusieurs gènes à expression paternelle sont clairement
des activateurs de la croissance, et plusieurs gènes à expression maternelle, des répresseurs de la
croissance (voir tableau 1.2, page 42) ; en particulier, le produit du gène à expression maternelle
Igf2r réprime le facteur de croissance Igf2, exprimé à partir de son allèle paternel uniquement
(Hawkes et Kar, 2004).

S’il était confirmé que les microARN exprimés à partir du locus 14q32 répriment ces ARNm,
ils apporteraient une nouvelle illustration de ce conflit au niveau moléculaire. Et plus précisément,
le modèle d’interaction en trans entre des gènes du locus, proposé pour expliquer les règles de
transmission du phénotype callipyge chez le Mouton (Georges et al., 2003), oppose un gène à
expression paternelle (qui favoriserait la croissance musculaire) à un répresseur à expression ma-
ternelle (qui, donc, limiterait la croissance musculaire), et les microARN sont les candidats les
plus crédibles pour jouer ce rôle de répresseurs à expression maternelle (voir page 140).

Si les microARN à expression maternelle exprimés à partir du locus 14q32 réprimaient la
croissance, une pression de sélection pourrait favoriser la multiplication de leurs gènes : l’appari-
tion de nouveaux gènes de microARN, apparentés en séquence (donc : susceptibles de contribuer
à la répression du gène-cible) renforcerait la répression de la croissance de l’embryon, au bénéfice
probable des allèles maternels ; si une femelle possédait un grand nombre de microARN, ses allèles
auraient alors de meilleures chances de se transmettre. Quant au père, le nombre de ses gènes
de microARN n’a a priori aucune incidence sur la croissance de l’embryon (puisque l’allèle pa-
ternel de ces gènes est silencieux) ; en revanche, si l’embryon est femelle, ses allèles (qui sont,
pour moitié, ceux de son père) auront de meilleures chances de se transmettre, à la génération
suivante, si elle possède de nombreux gènes de microARN. Ainsi, à l’échéance de la deuxième
génération, la multiplication des gènes de microARN serait aussi profitable à la transmission des
allèles des mâles.
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La théorie du conflit prédit donc que, si effectivement les microARN de ce locus répriment
la croissance, une pression de sélection tendrait à renforcer leur expression, par exemple, par la
multiplication de leurs gènes ; cette pression de sélection aurait donc pu contribuer à la multi-
plication des gènes de microARN dans le locus 14q32.

Il est intéressant de remarquer que la répression traductionnelle par un microARN n’est
jamais efficace à 100 % ; il faut probablement considérer que de multiples interactions entre un
ARNm et des microARN contribuent chacune partiellement à la répression globale (Bartel et
Chen, 2004 ; Hobert, 2004) : ajouter ou retrancher une de ces interactions n’aurait alors qu’un
effet limité sur l’expression du gène-cible. Or, la théorie du conflit propose que les effets des
gènes soumis à l’empreinte génomique parentale sur la santé de l’embryon soient subtils : il
ne faudrait pas s’attendre à ce qu’un embryon avec une disomie uniparentale paternelle soit
nécessairement plus gros et plus sain qu’un embryon sauvage, parce que l’avantage sélectif d’un
gène qui favorise la croissance n’est pas le même dans un contexte sauvage (où il est opposé à
des répresseurs à expression maternelle), et dans le contexte de la disomie uniparentale (Wilkins
et Haig, 2003). Promouvoir la croissance peut être bénéfique dans un contexte où sont exprimés
des répresseurs de la croissance, mais détrimental dans un contexte de croissance débridée4 ; les
effets des gènes soumis à l’empreinte ne sont donc probablement que de petites impulsions en
faveur ou en défaveur de la croissance, autour d’une valeur d’équilibre. Les microARN seraient
donc des effecteurs de choix, en régulant finement l’expression de leurs gènes-cibles.

3.3 Perspectives

Les quelques indices dont nous disposons quant à la fonction de ces nombreux gènes non-
codants du locus 14q32 humain, et distal 12 murin, n’apportent évidemment aucune preuve
formelle, mais nous incitent à orienter les recherches futures dans quelques directions privilégiées.

La délétion des gènes d’ARN C/D, et de microARN, devrait apporter des informations
concrètes quant à leurs fonctions. Étant donné que plusieurs sont apparentés en séquence, ils
pourraient avoir des rôles redondants, et la méthode la plus efficace consiste probablement à
tous les déléter. Notre laboratoire a ainsi entamé un partenariat avec la Clinique de la Souris,
à Illkirch, pour insérer des sites de recombinaison lox en amont des gènes d’ARN C/D, entre
les gènes d’ARN C/D et le cluster R (où se trouvent la plupart des gènes de microARN), et
en aval du cluster R. Le croisement de souris dont les gènes d’ARN C/D, ou dont les gènes de
microARN, sont flanqués de sites lox, avec des souris exprimant la recombinase Cre, permettra
de déléter spécifiquement l’une ou l’autre des deux familles de gènes. Il sera également possible
de déléter les gènes d’ARN C/D et les gènes de microARN dans une même souris. La délétion
du cluster R ne supprimera pas tous les gènes de microARN, puisque quelques-uns (dont miR-
127 et miR-136, par exemple) se trouvent en-dehors du cluster R ; il faut donc espérer qu’ils ne
corrigeront pas l’absence des gènes de microARN du cluster R (desquels ils sont assez différents,
par leur séquence nucléotidique).

L’étude de ces souris délétées pour les uns ou les autres des gènes non-codants devrait être
très informative. En particulier, il sera intéressant de suivre l’empreinte génomique parentale
du locus distal 12 chez les descendants de femelles délétées : si les ARN C/D ou les microARN
participent à l’extinction de l’allèle maternel de Dlk1, Rtl1 ou Dio3, ces embryons devraient
exprimer les deux allèles du (ou : des) gène(s) habituellement réprimé(s) par les petits ARN.

De plus, le croisement des souris portant les insertions de sites lox, avec une souche exprimant
la recombinase Cre dans le cerveau uniquement, devrait donner des indications sur le rôle de

4Ainsi, dans une situation extrême, si les gènes à expression paternelle favorisent trop l’embryon au détriment
de la mère, la vulnérabilité de la mère pourra faire échouer la gestation, donc la transmission des allèles paternels,
par la mort de la mère ; réciproquement, si les gènes à expression maternelle répriment trop la croissance des
embryons au point de compromettre leur survie, les allèles maternels auront peu de chances de se transmettre.
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ces petits ARN dans le cerveau adulte, en s’affranchissant de la létalité embryonnaire éventuelle
de la délétion des gènes de petits ARN. La comparaison de différentes caractéristiques de la
traduction dans le cerveau (par l’analyse du profil des gradients de polyribosomes, ou de la
localisation subcellulaire de la traduction dans les neurones) pourrait mettre en évidence un rôle
des ARN C/D du locus 14q32 dans un aspect particulier du fonctionnement des ribosomes.

La nature précise des précurseurs de ces petits ARN mérite aussi une analyse plus appro-
fondie. La détermination des bornes des séquences transcrites, dans le locus, pourrait révéler les
extrémités du (ou : des) ARN précurseur(s) de ces petits ARN. Si tous ces ARN dérivaient d’un
unique précurseur commun, le contrôle de l’épissage de ce long ARN affecterait la production
des ARN C/D et des microARN, or il est connu que l’ARN Gtl2 subit des épissages alternatifs,
contrôlés au cours du développement (Croteau et al., 2003).

D’autre part, la longue séquence (plus de 530 kb chez la Souris) qui sépare le gène de mi-
croARN le plus distal, miR-410/miR-A24, du gène Dio3, est encore mal caractérisée, et pourrait
recéler de nouveaux gènes, ou de nouvelles séquences régulatrices. L’analyse de la transcription
et de la structure chromatinienne de cette séquence pourrait ouvrir de nouvelles perspectives.

Enfin, ces petits ARN semblent propres aux Mammifères placentaires ; la comparaison de la
séquence génomique de ce locus entre Mammifères placentaires et Marsupiaux5 pourrait apporter
de nouvelles indications quant à la fonction des gènes de ces petits ARN (si, par exemple, il était
découvert que ce locus n’est pas soumis à l’empreinte chez les Marsupiaux6, la corrélation entre
l’expression de ces petits ARN, et l’empreinte de leur locus, serait prolongée), et quant à leur
origine évolutive. Ces gènes sont visiblement d’origine récente (ils sont absents du génome du
Poulet et du Poisson Fugu rubripes), et se sont donc multipliés très rapidement. Si le génome du
dernier ancêtre commun aux Mammifères placentaires et aux Marsupiaux représentait une étape
particulière de cette évolution (il pouvait contenir un nombre limité de ces gènes, ou bien pas
du tout, ou encore, un nombre voisin de celui observé chez les Mammifères placentaires actuels),
la confrontation des génomes de Mammifères placentaires et de Marsupiaux pourrait permettre
de reconstruire ce génome fossile, et de préciser ainsi la chronologie de l’évolution du locus.

5Les génomes de deux Marsupiaux, un Kangourou et un Opossum, sont en cours de séquençage.
6L’empreinte génomique parentale est encore mal caractérisée chez les Marsupiaux : on ne connâıt que deux

gènes soumis à l’empreinte dans ce phylum, Igf2 (O’Neill et al., 2000) et Igf2r (Killian et al., 2000), et il semble
que personne n’ait étudié l’orthologue du locus 14q32 humain chez les Marsupiaux.
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5.1 Problématique

Après la découverte d’ARN C/D dont les gènes sont soumis à l’empreinte génomique paren-
tale (Cavaillé et al., 2000 ; Runte et al., 2001 ; Cavaillé et al., 2001 ; Cavaillé et al., 2002), la
question se pose de savoir s’ils participent eux aussi à la biogenèse des ARN ribosomiques. La
présente étude donne les résultats des recherches de complémentarités entre plusieurs de ces ARN
C/D et le précurseur de 45S de l’ARN ribosomique humain, et les compare aux complémentarités
attendues entre le précurseur de 45S et une séquence aléatoire de même composition en bases
que l’élément antisens de l’ARN C/D considéré.

Les complémentarités recherchées sont parfaites (i.e. : sans mésappariement), sans apparie-
ment G-U, et se trouvent immédiatement en amont de la bôıte D (ou D´), ou 1 nucléotide en
amont de la bôıte (voir figure 5.2). Ces caractéristiques sont celles de la plupart des complémen-
tarités fonctionnelles (connues pour guider une méthylation sur le précurseur de l’ARN riboso-
mique).

... CCUAGUGACCUGANNNNN ...

... GGAUCACUG ...

méthylé sur le 2’-O du ribose

snoRNA :

ARN cible :

5’

3’ 5’

3’

nucléotide apparié au cinquième nucléotide

boîte D ou D’

en amont de la boîte D : ce nucléotide sera

Fig. 5.1 – Guidage de la méthylation du 2´-O du ribose par les ARN C/D.

... CCUAGUGACCUGANNNNN ...snoRNA :

ARN cible :

5’

3’ 5’

3’
boîte D ou D’

... GGAUCACUA ...

Fig. 5.2 – Complémentarité ne faisant pas intervenir le nucléotide immédiatement
en amont de la bôıte.

Le modèle mathématique utilisé est une simplification : il néglige les biais de répartition
des dinucléotides dans les séquences génomiques humaines, et il utilise quelques approximations,
pour alléger les calculs (voir section 5.2).

5.1.1 Données présentées

Cette annexe rassemble les statistiques sur les complémentarités d’ARN C/D humains dont
les gènes sont soumis à l’empreinte génomique parentale, sur le précurseur de 45S des ARN
ribosomiques humains. Les analyses de tous les ARN C/D dont les gènes sont soumis à l’em-
preinte ne sont pas présentées ici, seules celles de quelques exemples représentatifs, choisis pour
la similarité de leur élément antisens à celui du consensus de leur famille (voir figures 5.3, 5.4 et
5.5 ; les alignements ont été réalisés avec le programme Multalin1 : Corpet, 1988). Six snoRNA
dont les gènes ne sont pas soumis à l’empreinte, et dont les complémentarités à l’ARNpré-r sont
connues (Kiss-László et al., 1996) ont été inclus dans cette analyse.

1Interface web du programme Multalin : http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html

http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html�
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Fig. 5.3 – Alignement des éléments antisens des copies de l’ARN C/D 14q32(II). Les
nucléotides représentés en rouge sont ceux qui sont conservés dans plus de 90 % des séquences
alignées, pondérées par le programme Multalin ; en bleu, ceux qui sont conservés dans plus de
50 % des séquences, mais strictement moins que 90 % ; en noir, ceux qui sont conservés dans
strictement moins que 50 % des séquences.
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Fig. 5.4 – Alignement des éléments antisens des copies de l’ARN C/D HBII-52.
Convention de couleurs : voir figure 5.3.
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Fig. 5.5 – Alignement des éléments antisens des copies de l’ARN C/D HBII-85.
Convention de couleurs : voir figure 5.3.

5.1.2 Séquences utilisées

Les séquences utilisées dans cette analyse sont les séquences de GenBank de numéros d’ac-
cession :

– ARNpré-r de 45S : U13369, nt 1 à 13350
– U14 : D88010, snoRNA U14-S13-3
– U20 : Z34290
– U21 : NR 000006
– U24 : Z48764
– U45b : X96645
– U47 : X96647
– HBII-13 : NR 001294
– HBII-52, copie n°1 : AF250841
– HBII-85, copie n°2 : NG 002690, nt 289522 à 289618
– HBII-85, copie n°15 : NG 002690, nt 301858 à 301951
– HBII-436 : AY055806
– HBII-437 : AY055807
– HBII-438 : AY055808.

Ainsi que les séquences suivantes :
– 14q32(0)
– 14q32(I), copie n°3
– 14q32(II), copie n°21,

décrites dans Cavaillé et al., 2002.
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5.2 Principe des calculs

5.2.1 Probabilité de trouver au moins une complémentarité parfaite dans la
séquence-cible

On appellera « séquence-cible » la séquence dans laquelle on recherche des complémentarités
aux éléments antisens des ARN C/D (ici : la séquence du précurseur de 45S des ARN riboso-
miques humains).

On s’intéresse aux séquences de n nucléotides de long (ce sont des n-uplets d’éléments pris
parmi : {A;C; G; T}). Soit Ai l’événement : « le n-uplet commençant au nucléotide i de la
séquence-cible est parfaitement complémentaire à la séquence de n nucléotides en amont de la
bôıte D de l’ARN C/D ». Soient snoA, snoC,snoG et snoT , respectivement, le nombre de A, de
C, de G et de T dans la séquence de n nucléotides en amont de la bôıte D de l’ARN C/D (on a
donc : snoA + snoC + snoG + snoT = n), et pA, pC , pG et pT , respectivement, les proportions
de la séquence-cible en nucléotides A, C, G et T.

Ai est l’intersection des événements : « le nucléotide i est complémentaire au premier nucléo-
tide en amont de la bôıte D », « le nucléotide i + 1 est complémentaire au deuxième nucléotide
en amont de la bôıte D », ... , « le nucléotide i + n− 1 est complémentaire au nème nucléotide
en amont de la bôıte D ».

Si l’on considère ces événements indépendants (c’est à dire qu’on néglige les biais dans la
répartition des dinucléotides dans la séquence-cible), la probabilité de l’événement Ai sera égale
au produit de leurs probabilités, soit :

p(Ai) = (pA)snoT ∗ (pC)snoG ∗ (pG)snoC ∗ (pT )snoA qui est indépendant de i (notons N la taille
de la séquence-cible, en nucléotides) :

∀i ∈ J1;NK p(Ai) = p(A1) = (pA)snoT ∗ (pC)snoG ∗ (pG)snoC ∗ (pT )snoA

Soit A l’événement : « au moins un des événements Ai est réalisé ».
A =

⋂N
i=1 Ai

Considérons les Ai mutuellement indépendants (en réalité, pour la plupart des ARN C/D,
tous les Ai ne sont pas indépendants deux à deux : par exemple, si le premier nucléotide de
l’élément antisens de l’ARN C/D est différent du deuxième nucléotide de l’élément antisens, alors
si Aj est réalisé, Aj+1 est impossible ; les Ai, pour des valeurs de i proches les unes des autres,
ne sont donc pas indépendants, et il faudrait corriger le calcul de p(A) en en tenant compte ;
nous allons négliger cette correction, en considérant que, pour un Ai donné, seuls quelques Aj

ne sont pas indépendants de Ai, sur les ≈ N Aj possibles) ; dans ce cas :
p(A) =

∏N
i=1 p(Ai)

p(A) =
∏N

i=1 p(A1)

p(A) = p(A1)N

p(A) = (1− p(A1))N

p(A) = 1− (1− p(A1))N

p(A) = 1− (1− (pA)snoT ∗ (pC)snoG ∗ (pG)snoC ∗ (pT )snoA)N

Par exemple, pour l’ARN C/D HBII-52 (copie n°1), dont l’élément antisens a pour séquence :
5´ TCATGCTCAATAGGATTACG 3´ :

n = 5 : p(A1) = (pA)2 ∗ (pC)1 ∗ (pG)1 ∗ (pT )1
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Étant donnée la composition de la séquence-cible (nucléotides 1 à 13350 de la séquence de
numéro d’accession : U13369 : 1612 « A », 4746 « C », 4917 « G », et 2075 « T ») :

p(A1) ≈ 3, 0.10−4

p(A) ≈ 0, 98

n = 6 : p(A1) = (pA)2 ∗ (pC)1 ∗ (pG)1 ∗ (pT )2

p(A1) ≈ 4, 6.10−5

p(A) ≈ 0, 46

n = 7 : p(A1) = (pA)2 ∗ (pC)2 ∗ (pG)1 ∗ (pT )2

p(A1) ≈ 1, 6.10−5

p(A) ≈ 0, 19

5.2.2 Nombre le plus probable de complémentarités

Appelons Y la variable aléatoire indiquant le nombre d’événements Ai réalisés ; l’événement
(Y = y) sera donc l’union de tous les événements pour lesquels y événements élémentaires Ai

seront réalisés, et (N − y) événements élémentaires Ai ne seront pas réalisés :
(Y = y) = [(A1vrai)

⋂
(A2vrai)

⋂
...

⋂
(Ayvrai)

⋂
(Ay+1faux)

⋂
...

⋂
(ANfaux)]⋃

[(A1vrai)
⋂

(A2vrai)
⋂

...
⋂

(Ay−1vrai)
⋂

(Ayfaux)
⋂

(Ay+1vrai)
⋂

(Ay+2faux)
⋂

...
⋂

(ANfaux)]⋃
...

(Y = y) est donc l’union de Cy
N événements incompatibles, que nous allons noter : Bj (avec

par exemple : B1 = [(A1vrai)
⋂

(A2vrai)
⋂

...
⋂

(Ayvrai)
⋂

(Ay+1faux)
⋂

...
⋂

(ANfaux)]). On a
alors :

p(Y = y) =
∑Cy

N
j=1 p(Bj)

Si on néglige les incompatiblités entre événements élémentaires Ai pour des valeurs de i voi-
sines (par exemple, pour la plupart des ARN C/D, A1 et A2 sont incompatibles : cf paragraphe
5.2.1), p(Bj) est indépendant de j :

∀j ∈ J1;Cy
N K p(Bj) = p(B1) =

∏y
i=1 p(Ai).

∏N
i=y+1 p(Ai) (on considère les Ai mutuellement

indépendants, c’est à dire qu’on néglige les biais de répartition des dinucléotides dans la séquence-
cible)

Ainsi :
p(Y = y) =

∑Cy
N

j=1 p(Bj)

p(Y = y) = Cy
Np(B1)

p(Y = y) = Cy
N

∏y
i=1 p(Ai).

∏N
i=y+1 p(Ai)

Or ∀i ∈ J1;NK p(Ai) = p(A1) = (pA)snoT ∗ (pC)snoG ∗ (pG)snoC ∗ (pT )snoA (cf paragraphe
5.2.1), donc :

p(Y = y) = Cy
N .p(A1)y.(1− p(A1))N−y

La variable aléatoire Y suit donc une loi binômiale, de paramètres N et p(A1).
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La valeur de y qui maximise p(Y = y) (c’est à dire : le nombre de complémentarités le plus
probable dans la séquence-cible) est recherchée par comparaison de p(Y = y) à p(Y = y + 1) :

p(Y =y+1)
p(Y =y) = Cy+1

N .p(A1)y+1.(1−p(A1))N−y−1

Cy
N .p(A1)y.(1−p(A1))N−y

p(Y =y+1)
p(Y =y) = N !

(y+1)!(N−y−1)! .
y!(N−y)!

N ! . p(A1)
1−p(A1)

p(Y =y+1)
p(Y =y) = N−y

y+1 . p(A1)
1−p(A1)

Si on appelle r(y) cette valeur p(Y =y+1)
p(Y =y) , la valeur de y qui maximise p(Y = y) sera l’entier

immédiatement successif à la valeur y0 telle que : r(y0) = 1. Or :
r(y) = 1 ⇐⇒ p(A1).(N − y) = (y + 1).(1− p(A1)) (les deux facteurs, (y + 1) et [1− p(A1)],

ne peuvent pas s’annuler)

r(y) = 1 ⇐⇒ y.[(1− p(A1)) + p(A1)] = N.p(A1)− (1− p(A1))

r(y) = 1 ⇐⇒ y = N.p(A1)− 1 + p(A1))

r(y) = 1 ⇐⇒ y = (N + 1).p(A1)− 1

Donc si on note ymax le nombre de complémentarités le plus probable dans la séquence-cible :
ymax = E[(N + 1).p(A1)− 1] + 1.

Remarque : pour N grand (séquences analysées longues), cette valeur de y, le nombre
de complémentarités le plus probable, est proche de l’espérance de la variable aléatoire Y
(l’espérance d’une variable aléatoire qui suit une loi binômiale de paramètres N et p(A1) vaut :
N.p(A1)).

La variance de Y , quant à elle, vaut : N.(1 − p(A1)).p(A1), donc son écart-type vaut :
σ =

√
N.(1− p(A1)).p(A1).

5.3 Résultats de l’analyse

Dans les pages suivantes sont présentés les résultats des recherches de complémentarités
entre les ARN C/D dont les gènes sont soumis à l’empreinte génomique parentale (ainsi que
six contrôles, les snoRNA ubiquitairement exprimés U14, U20, U21, U24, U45b et U47) sur
le précurseur de 45S des ARN ribosomiques ; sur ces graphiques sont superposés les résultats
attendus, calculés tel que présenté dans la section 5.2.

5.3.1 Probabilité de trouver au moins une complémentarité parfaite dans la
séquence-cible

Les graphiques suivants présentent, en ordonnée, la probabilité de trouver au moins une
complémentarité parfaite longue de n nucléotides à l’ARNpré-r, en fonction de cette longueur n
(en abscisse). L’abscisse de la flèche rouge indique la taille de la plus grande complémentarité
effectivement retrouvée.

Pour chaque ARN C/D, quatre graphiques sont donnés : deux pour la recherche de complé-
mentarités à la séquence en amont de la bôıte D (en tenant compte du nucléotide immédiatement
en amont de la bôıte — voir un exemple figure 5.1 — et sans en tenir compte — voir un exemple
figure 5.2), et les deux autres, pour la recherche de complémentarités à la séquence en amont de
la bôıte D´ (en tenant compte du nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, et sans en
tenir compte).
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Seuls sont représentés les résultats des analyses pour les ARN C/D 14q32(0) et 14q32(I) n°3,
qui montrent qu’aucune complémentarité détectée n’est plus longue que les complémentarités
statistiquement attendues avec une probabilité raisonnable ; à titre de comparaison, les résultats
de la même analyse, sur les séquences des snoRNA U14 et U20 (connus pour participer à la
maturation de l’ARN ribosomique), sont également présentés.

Les résultats des analyses des ARN C/D 14q32(II) n°21, HBII-13, HBII-52 n°1, HBII-85 n°2,
HBII-85 n°15, HBII-436, HBII-437 et HBII-438 sont très similaires à ceux des analyses de
14q32(0) et 14q32(I) n°3, et ne sont pas montrés. Parmi les snoRNA U14, U20, U21, U24, U45b
et U47, connus pour participer à la maturation de l’ARN ribosomique, seul U47 ne présente pas
de complémentarité parfaite qui ne soit pas attendue (la plus longue, un nucléotide en amont de
la bôıte D, est longue de 7 nt) : la reconnaissance de sa cible par U47 implique une paire G-U
(Kiss-László et al., 1996).
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ARN C/D 14q32(0)

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence
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Légende des quatre courbes : la première : avec le nucléotide immédiatement en amont de la
bôıte, bôıte D ; la deuxième : avec le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´ ;
la troisième : sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D ; la quatrième :
sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´. L’abscisse de la flèche rouge
indique la taille de la plus grande complémentarité effectivement retrouvée.
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ARN C/D 14q32(I) n°3

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence
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Légende des quatre courbes : la première : avec le nucléotide immédiatement en amont de la
bôıte, bôıte D ; la deuxième : avec le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´ ;
la troisième : sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D ; la quatrième :
sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´. L’abscisse de la flèche rouge
indique la taille de la plus grande complémentarité effectivement retrouvée.
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SnoRNA U14

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

0,5

1

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

0,5

1

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

0,5

1

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

0,5

1

Légende des quatre courbes : la première : avec le nucléotide immédiatement en amont de la
bôıte, bôıte D ; la deuxième : avec le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´ ;
la troisième : sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D ; la quatrième :
sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´. L’abscisse de la flèche rouge
indique la taille de la plus grande complémentarité effectivement retrouvée.
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SnoRNA U20

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

0,5

1

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

0,5

1

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

0,5

1

longueur de la
complémentarité (nt)

probabilité  de trouver au moins une
cible parfaite dans cette séquence

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

0,5

1

Légende des quatre courbes : la première : avec le nucléotide immédiatement en amont de la
bôıte, bôıte D ; la deuxième : avec le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´ ;
la troisième : sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D ; la quatrième :
sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´. L’abscisse de la flèche rouge
indique la taille de la plus grande complémentarité effectivement retrouvée.
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5.3.2 Nombre le plus probable de complémentarités

Les graphiques suivants présentent, en ordonnée, le nombre le plus probable de complémenta-
rités parfaites longues de n nucléotides à l’ARNpré-r (croix noires), en fonction de cette longueur
n (en abscisse). Les croix rouges représentent les complémentarités parfaites effectivement re-
trouvées pour l’ARN C/D considéré. Les valeurs « nombre le plus probable de complémentarités
- écart-type de la distribution théorique » et « nombre le plus probable de complémentarités +
écart-type de la distribution théorique » sont représentées par les deux extrémités des barres
noires autour de chaque croix noire. Les nombres entre parenthèses, en noir et en rouge, in-
diquent respectivement les nombres les plus probables, et les nombres effectivement retrouvés,
de complémentarités parfaites.

Pour chaque ARN C/D, quatre graphiques sont donnés : deux pour la recherche de complé-
mentarités à la séquence en amont de la bôıte D (en tenant compte du nucléotide immédiatement
en amont de la bôıte — voir un exemple figure 5.1 — et sans en tenir compte — voir un exemple
figure 5.2), et les deux autres, pour la recherche de complémentarités à la séquence en amont de
la bôıte D’ (en tenant compte du nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, et sans en
tenir compte).
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ARN C/D 14q32(0)
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Les croix noires indiquent les nombres les plus probables de complémentarités entre un
ARN C/D aléatoire et le précurseur de 45S, en fonction de la longueur de l’appariement, +
et - écart-type (voir p. 186 pour plus de détails) ; les croix rouges indiquent les nombres de
complémentarités effectivement trouvées.

Légende des quatre courbes : la première : avec le nucléotide immédiatement en amont de la
bôıte, bôıte D ; la deuxième : avec le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´ ;
la troisième : sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D ; la quatrième :
sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´. Voir p. 186 pour les détails.

ARN C/D 14q32(I) n°3

longueur de la
complémentarité (nt)

Nombre le plus probable de complémentarités
+ ou - 1 écart-type

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

      10

     100

    1000

   10000

(1612)

(1612)

(568)

(593)

(87)

(92)

(17)

(14)
(4)

(1) (2)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

longueur de la
complémentarité (nt)

Nombre le plus probable de complémentarités
+ ou - 1 écart-type

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

      10

     100

    1000

   10000

(1612)

(1612)

(417)

(573)

(47)

(69) (13)

(24) (3)

(8)
(1)

(3)
(0)

(1) (0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

longueur de la
complémentarité (nt)

Nombre le plus probable de complémentarités
+ ou - 1 écart-type

 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9 1011121314151617181920

0

      10

     100

    1000

   10000
(4917)

(4917)

(785)

(764)

(129)

(118)

(12)

(14) (3)

(5)

(1)

(0)

(1)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)
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Les croix noires indiquent les nombres les plus probables de complémentarités entre un
ARN C/D aléatoire et le précurseur de 45S, en fonction de la longueur de l’appariement, +
et - écart-type (voir p. 186 pour plus de détails) ; les croix rouges indiquent les nombres de
complémentarités effectivement trouvées.

Légende des quatre courbes : la première : avec le nucléotide immédiatement en amont de la
bôıte, bôıte D ; la deuxième : avec le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´ ;
la troisième : sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D ; la quatrième :
sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´. Voir p. 186 pour les détails.

SnoRNA U14
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longueur de la
complémentarité (nt)
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+ ou - 1 écart-type
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Les croix noires indiquent les nombres les plus probables de complémentarités entre un
ARN C/D aléatoire et le précurseur de 45S, en fonction de la longueur de l’appariement, +
et - écart-type (voir p. 186 pour plus de détails) ; les croix rouges indiquent les nombres de
complémentarités effectivement trouvées.

Légende des quatre courbes : la première : avec le nucléotide immédiatement en amont de la
bôıte, bôıte D ; la deuxième : avec le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´ ;
la troisième : sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D ; la quatrième :
sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´. Voir p. 186 pour les détails.

SnoRNA U20
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Les croix noires indiquent les nombres les plus probables de complémentarités entre un
ARN C/D aléatoire et le précurseur de 45S, en fonction de la longueur de l’appariement, +
et - écart-type (voir p. 186 pour plus de détails) ; les croix rouges indiquent les nombres de
complémentarités effectivement trouvées.

Légende des quatre courbes : la première : avec le nucléotide immédiatement en amont de la
bôıte, bôıte D ; la deuxième : avec le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´ ;
la troisième : sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D ; la quatrième :
sans le nucléotide immédiatement en amont de la bôıte, bôıte D´. Voir p. 186 pour les détails.

5.3.3 Complémentarités aux snRNA

J’ai réalisé la même recherche de complémentarités contre les snRNA U1 (numéro d’ac-
cession : HUMSNU1C1 de GenBank), U2 (numéro d’accession : HSU2SNRNA), U4 (numéro
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d’accession : HSU4SNRNA), U4atac (numéro d’accession : HSU62822), U5a (numéro d’acces-
sion : HSU5ARN), U5b (numéro d’accession : HSRNAU5B), U5b1 (numéro d’accession : HU-
MUR5B1), U5ds (numéro d’accession : HUMU5DS), U5e (numéro d’accession : HUMU5E), U5f
(numéro d’accession : HUMU5F), U6 (numéro d’accession : HSU6SNRNA) et U6atac (numéro
d’accession : HSU62823) humains. Sur ces séquences, nettement plus courtes que le précurseur
de 45S des ARNr, les approximations du modèle mathématique présenté dans la section 5.2 ne
seraient plus négligeables. J’ai donc uniquement cherché les complémentarités entre les ARN
C/D et ces séquences, sans les comparer à des valeurs prédites : aucune complémentarité de 9 nt
ou plus n’est détectée entre les séquences situées immédiatement en amont des bôıtes D ou D´,
ou un nucléotide en amont, et les snRNA.

5.3.4 Complémentarités hors de l’élément antisens

Certains snoRNA à bôıtes C et D ne guident pas de méthylation, mais participent à des
clivages des ARNpré-r, et en dirigent éventuellement le repliement, en s’appariant avec leur
ARN-cible par des séquences qui ne sont pas situées immédiatement en amont (ou un nucléotide
en amont) de leur bôıte D ou D´ (voir pages 49 et 51). Les ARN C/D issus des deux loci soumis
à l’empreinte génomique parentale pourraient ainsi jouer un rôle de chaperones pour les ARNr,
et altérer la conformation de domaines particuliers.

J’ai donc recherché les complémentarités entre les ARN C/D humains des deux loci soumis à
l’empreinte génomique parentale (le locus 15q11-13 et le locus 14q32) et le précurseur de 45S de
l’ARNr humain (numéro d’accession : U13369 de GenBank, nucléotides 1 à 13350), d’au moins
9 nt de long (sans appariement G-U)2 ; à la différence des complémentarités recensées en 5.3.1
et 5.3.2, les complémentarités recherchées ici ne se limitent pas aux séquences immédiatement
en amont (ou un nucléotide en amont) des bôıtes D et D´ d’ARN C/D représentatifs, elles sont
recherchées sur toute la séquence de l’ARN C/D, pour tous les ARN C/D dont les gènes sont
situés dans l’un de ces deux loci.

Le tableau 5.1, page 193, rassemble les complémentarités détectées (parmi les nombreuses
complémentarités de 9 nt, seules sont représentées celles impliquant un ARN C/D déjà impliqué
dans une complémentarité plus longue).

De façon remarquable, onze de ces douze complémentarités3 (et en particulier, les neuf
complémentarités d’au moins 10 nt de long) impliquent des séquences des ARNr matures, alors
que celles-ci ne représentent que 53 % de la longueur du précurseur de 45S. Cependant, si ces
complémentarités étaient requises pour des repliements de l’ARNr, on devrait s’attendre à ce
qu’un même ARN C/D reconnaisse au moins deux séquences d’une même molécule d’ARNr, or
un seul ARN C/D (HBII-438) remplit cette condition, et les séquences qu’il reconnâıt, sur l’ARN
de 18S, sont très éloignées sur la structure spatiale de la petite sous-unité du ribosome : l’une est
un segment monocaténaire qui relie les hélices H18 et H19, et l’autre est la boucle terminale de
l’hélice H42 (Wimberly et al., 2000). Il est donc peu probable que HBII-438 aide au repliement
de l’ARNr de 18S, sauf à imaginer d’importants réarrangements dans la structure de l’ARNr de
18S après dissociation de l’ARN C/D.

La même recherche de complémentarités entre des séquences quelconques des ARN C/D et
les snRNA (voir partie 5.3.3) révèle des complémentarités de 11 nt entre plusieurs isoformes de
HBII-52 et les snRNA U2, U5ds et U5e, mais jamais plus d’une par isoforme de HBII-52 ; comme
un rôle de chaperone semble peu crédible sur ces ARN probablement déjà repliés (voir page 52),
je n’ai pas poursuivi leur analyse.

2Pour les guides de méthylation, une complémentarité de 8 nt entre un snoRNA modèle et sa cible ne guide
pas de 2´-O-méthylation détectable (Cavaillé et Bachellerie, 1998) ; donc pour les guides de méthylation au moins,
les complémentarités plus courtes que 9 nt ne semblent pas fonctionnelles.

3Quatre complémentarités sont identiques : elles impliquent des isoformes de HBII-52 sur une séquence qui
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ARN C/D cible putative duplex (haut : ARN C/D ; bas : cible)
HBII-438 18S nt 557 à 568 5´ GGACUCAUUCCA 3´

3´ CCUGAGUAAGGU 5´
14q32(II) n°14 18S nt 1560 à 1570 5´ CUGCCGGCGUA 3´

3´ GACGGCCGCAU 5´
14q32(II) n°14 28S nt 2068 à 2077 5´ ACUGCCGGCG 3´

3´ UGACGGCCGC 5´
14q32(II) n°31 28S nt 1454 à 1445 5´ GCCGGUGGUG 3´

3´ CGGCCACCAC 5´
14q32(0) 28S nt 1856 à 1865 5´ CCAGUUCUGC 3´

3´ GGUCAAGACG 5´
HBII-52 n°14 28S nt 4049 à 4058 5´ GGGUCAGUGA 3´

3´ CCCAGUCACU 5´
HBII-52 n°20 28S nt 4049 à 4058 5´ GGGUCAGUGA 3´

3´ CCCAGUCACU5 ´
HBII-52 n°21 28S nt 4049 à 4058 5´ GGGUCAGUGA 3´

3´ CCCAGUCACU 5´
HBII-52 n°30 28S nt 4049 à 4058 5´ GGGUCAGUGA 3´

3´ CCCAGUCACU 5´
HBII-52 n°35 28S nt 2818 à 2827 5´ UACAUUGUUC 3´

3´ AUGUAACAAG 5´
HBII-52 n°38 18S nt 1531 à 1540 5´ CAGUCAGUGU 3´

3´ GUCAGUCACA 5´
HBII-438 28S nt 4 à 13 5´ AUCUGAGGUC 3´

3´ UAGACUCCAG 5´

14q32(II) n°14 28S nt 4 à 12 5´ UCUGAGGUC 3´
3´ AGACUCCAG 5´

HBII-438 18S nt 1618 à 1626 5´ GAAUAAUUG 3´
3´ CUUAUUAAC 5´

HBII-438 5´ETS nt 830 à 838 5´ CUGAGGGAC 3´
3´ GACUCCCUG 5´

Tab. 5.1 – Complémentarités entre les ARN C/D des loci humains 15q11-13 et 14q32
et le précurseur d’ARNr humain de 45S. Elles sont classées par longueur décroissante ;
les complémentarités de 9 nt sont très nombreuses : seules sont représentées (sous la double
barre horizontale) celles impliquant un ARN C/D déjà impliqué dans une complémentarité plus
longue. Dans la première colonne, le nom de l’ARN C/D est complété, pour les ARN C/D à
gènes multiples, par le numéro de la copie du gène. Longueurs des séquences : 5´ETS : 3656 nt ;
18S : 1871 nt ; ITS1 : 1095 nt ; 5,8S : 157 nt ; ITS2 : 1155 nt ; 28S : 5035 nt ; 3´ETS : 381 nt.
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5.4 Un rôle peu probable dans la biogenèse des ARNr et snRNA

En conclusion de cette analyse, il apparâıt que les ARN C/D transcrits à partir des loci 15q11-
13 et 14q32 ne présentent pas de complémentarité parfaite d’au moins 9 nt aux ARNr ni aux
snRNA en amont de leurs bôıtes D, ou D´, ou un nucléotide en amont (la longueur minimale
requise pour le guidage de la méthylation dans un système modèle est de 9 nt : Cavaillé et
Bachellerie, 1998). Il semble donc peu probable qu’ils guident une méthylation de l’ARNr. Ils ne
présentent pas non plus de longue complémentarité aux ARNr ni aux snRNA par des segments
quelconques, ce qui semble exclure un rôle de chaperone.

Cependant, de rares exemples de complémentarités fonctionnelles imparfaites sont connus
(c’est notamment le cas de la complémentarité du snoRNA U47, dont l’appariement à sa cible
implique une paire G-U). Il reste donc possible que ces ARN C/D reconnaissent un précurseur
d’ARNr ou de snRNA par ce type de complémentarité.

leur est commune ; je considère donc qu’elles ne totalisent qu’une complémentarité.
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Jády, B. E. et Kiss, T. (2000). Characterisation of the U83 and U84 small nucleolar RNAs : two
novel 2’-O-ribose methylation guide RNAs that lack complementarities to ribosomal RNAs.
Nucleic Acids Res, 28(6) :1348 –54.
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Genomic imprinting and small non-coding RNAs

Abstract

Genomic imprinting results in a differential expression of both alleles of some genes, accor-
ding to their parental origin. This study led to the identification of many mammalian small
non-coding RNA genes (C/D RNA and microRNA genes) which are subjected to genomic im-
printing, and to a preliminary characterization of their expression. Whereas most C/D RNAs
participate to ribosomal RNA or small nuclear RNA biogenesis, the ones we describe don’t
seem to ; microRNAs are usually post-transcriptional repressors of specific genes : among the
microRNAs we describe, two could repress a retrotransposon. Potential functions for those small
non-coding RNA genes (in development control, retrotransposon silencing and genomic imprin-
ting mechanism) are discussed.
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Soutenance publique le 25 octobre 2004, salle de conférences du bâtiment IBCG.
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(U.M.R. 5099), I.E.F.G., 118 route de Narbonne, 31062 Toulouse CEDEX 4


