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Revue	de	la	littérature	

I. Epigénétique : généralités 

1. Définition 

Le  terme épigénétique se réfère à  l'ensemble des mécanismes héritables mais non‐

codés  par  la  séquence  nucléotidique  du  génome,  et  qui  permettent  la  régulation  de 

l'expression génique  (activation ou  répression) sans modification de  la séquence d’ADN.  

L’épigénétique regroupe différents mécanismes parmi lesquels la méthylation de l'ADN et 

la modification des histones qui  aboutissent  à  un  remodelage de  la  chromatine,  et  les 

petits ARNs non‐codants (1). L’épigénétique a un rôle majeur dans le développement des 

organismes vivants et la différenciation cellulaire. 

2. Epigénétique des cellules germinales mâles 

Quatre  mécanismes  épigénétiques  principaux  jouent  un  rôle  majeur  dans  la 

spermatogenèse et donc la fertilité masculine (2)(3): 

‐ La méthylation  de  l’ADN,  que  nous  avons  étudié  en  particulier  au  cours  de  ce 

travail et qui subit d’importantes modifications dans les cellules germinales 

‐ Les  modifications  d’histones,  en  particulier  l’acétylation  et  la  méthylation  des 

résidus lysine des histones, qui interviennent dans un ordre et un temps précis au 

cours de la gamétogenèse 

‐ Le remplacement de la majorité des histones par les protamines, qui intervient au 

cours  de  la  spermiogenèse  pour  assure  la  compaction  du  génome,  ainsi  que 

l’équilibre du ratio entre les deux types de protamines P1/P2 

‐ La présence de plusieurs  types d’ARN dans  les  spermatozoïdes,  tels que certains 

ARN messagers (mRNA), microARN (miRNA), piwi‐interacting ARN (piRNA), qui ont 

un  rôle  dans  la  maturation  des  spermatozoïdes  et  le  développement 

embryonnaire. 
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II. Méthylation de l’ADN 

1. Définition 

La méthylation  de  l’ADN  est  un mécanisme  épigénétique majeur  correspondant  à 

l’apposition  d’un  groupement méthyl  d’une  S‐adénosyl‐méthionine  en  position  5’  d’un 

résidu cytosine, ce qui aboutit à  la  formation de 5‐méthylcytosines  (5mC). Les cytosines 

méthylées sont principalement celles qui sont  localisées au niveau de dinucléotides CpG 

(cytosine‐phosphate‐guanine), qui correspondent à la succession sur un même brin d'ADN 

d'une cytosine et d'une guanine (4). Le génome des mammifères, notamment l'Homme et 

la souris, est globalement fortement méthylé, avec 60 à 80% de CpG méthylés (soit 3‐5% 

de  l’ensemble  des  cytosines)  (3).  Les  éléments  principalement  méthylés  sont  les 

transposons  et  les  éléments  répétés  tels  que  les  satellites  présents  au  niveau  des 

centromères. A  l’inverse  les  séquences uniques,  les  ICR  (Imprinting Control Regions ou 

régions  de  contrôle  de  l’empreinte)  des  gènes  soumis  à  empreinte  et  les  ilôts  CpG 

(regroupements de dinucléotides CpG  situés  le plus  souvent au niveau des promoteurs 

des  gènes)  sont  majoritairement  épargnés.  La  méthylation  des  CpG  au  niveau  des 

promoteurs  géniques  a  en  effet  pour  conséquence  la  répression  transcriptionnelle  du 

gène concerné (1), et 70% des promoteurs sont associés à un ilôt CpG (5)(6), tandis qu’au 

niveau  du  corps  des  gènes  la  méthylation  a  généralement  un  effet  activateur  de  la 

transcription.  La méthylation de  l'ADN  joue donc un  rôle dans de nombreux processus 

importants  tels que  le phénomène d'empreinte parentale,  la  régulation de  l’expression 

génique et la différenciation cellulaire,  la compensation de dose du chromosome X, et  la 

maintenance  de  la  stabilité  du  génome  et  sa  protection  par  inactivation  des 

rétrotransposons  d'origine  virale  et  bactérienne  et  des  séquences  répétées,  qui 

représentent un tiers du génome des mammifères (6). 

Les patrons de méthylation du génome sont acquis et transmis de manière stable au 

cours  des  divisions  cellulaires  successives  par  des  mécanismes  de  maintenance  qui 

reproduisent  ces motifs  sur  le  brin  d'ADN  néosynthétisé,  permettant  une  transmission 

fidèle aux cellules filles des informations d'expression génique. Cependant les marques de 

méthylation  de  l'ADN  peuvent  également  être  effacées  dans  des  circonstances 

particulières comme la gamétogenèse et la fécondation, grâce à des mécanismes actifs et 

passifs de déméthylation (6). 
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2. Mécanismes et effecteurs 

La méthylation de l’ADN est effectuée par les ADN méthyltransférases. Les trois DNA‐

(cytosine‐5)‐méthyltransférases  catalytiquement  actives  chez  les  mammifères  sont 

Dnmt1, Dnmt3A et Dnmt3B, tandis que Dnmt3L interagit comme cofacteur avec ces deux 

dernières dans les cellules germinales pour potentialiser leur action. Dnmt1 agit sur l'ADN 

hémiméthylé  et  assure  donc  la maintenance  des  patrons  de méthylation  de  l'ADN  au 

cours de sa réplication, c’est  la méthyltransférase majeure dans  les cellules somatiques. 

Dnmt3A  et Dnmt3B  sont  quant  à  elles  surtout  exprimées  au  cours  du  développement 

embryonnaire  car  elles  jouent  un  rôle  clé  dans  la méthylation  de  novo  de  l'ADN.  Le 

fonctionnement de ces effecteurs de  la méthylation de  l’ADN est  indispensable au bon 

déroulement de la spermatogenèse (2)(3). 

 

 

 

 

Figure  1 : voies de la déméthylation active de l’ADN médiée par les enzymes Tet (Piccolo and Fisher 2014 
(4)) 
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La  déméthylation  de  l’ADN  peut  être  active  ou  passive.  La  déméthylation  passive 

progresse  par  dilution  de  la  méthylation  au  fil  des  divisions  cellulaires  en  l’absence 

d’activité de Dnmt1. Le mécanisme de déméthylation active (figure 1) ne fait pas encore 

l’objet d’un consensus mais  il est  largement admis qu’il débute par  l’action des enzymes 

de  la  famille Tet  (ten‐eleven  translocation) qui convertissent  les 5mC en 5hmC, puis  fait 

intervenir plusieurs voies (6)(4): 

‐ Une voie  intervenant peu dans  les cellules germinales primordiales et  impliquant 

les déaminases de  l’ADN de  la  famille Aid/Apobec qui transformeraient  les 5hmC 

en  5hmU  (5‐hydroxyméthyluracyls),  eux‐mêmes  excisés  par  des  glycosylases  de 

l’ADN  avec  réparation  consécutive  du  site  abasique  par  excision  de  base  (base‐

excision repair ou BER) 

‐ Une voie de déméthylation passive par non‐reconnaissance des 5hmC par Dnmt1 

‐ Une voie  impliquant à nouveau  les enzymes Tet qui oxyderaient  les 5hmC en 5fC 

(5‐formylcytosines)  et  5caC  (5‐carboxylcytosine),  elles‐mêmes  excisées  par  Tdg, 

une glycosylase de l’ADN, avec réparation consécutive du site abasique par BER 

 

3. Reprogrammation du méthylome au cours de la reproduction 

a. Embryogenèse 

D’importantes modifications du profil de méthylation de l’ADN surviennent au cours 

du  développement  embryonnaire  de  nombreuses  espèces  de  mammifères,  et  des 

constatations faites sur  la souris ont pu être également observées chez  l’Homme (figure 

2) (6). 

Les gamètes matures sont dans  les deux sexes  fortement méthylés avant  la  fécondation 

(60‐80%  de  CpG méthylés).  Après  la  fertilisation,  alors  que  la méthylation  du  génome 

maternel est maintenue à un niveau élevé, le génome paternel subit très rapidement (dès 

quelques  heures  après  la  fusion  des  gamètes)  une  première  vague  de  déméthylation 

active (7). L’étendue de cette déméthylation est variable selon  les espèces : elle est plus 

grande chez le porc et la souris que chez l’Homme (8), et elle est absente dans certaines 

espèces  comme  le  mouton  et  le  lapin.  Elle  épargne  cependant  certains  types  de 

séquences  tels  les  gènes  soumis  à  empreinte  parentale  ainsi  que  les  éléments 

transposables, de manière à préserver l’information relative à l’empreinte parentale dans 
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l’ensemble  des  cellules  d’une  part  et  à  maintenir  la  protection  contre  les  génomes 

étrangers d’autre part. La déméthylation des génomes des deux parents se poursuivrait 

ensuite de manière passive au  cours des divisions  cellulaires  successives  jusqu’au  stade 

blastocyte  du  fait  de  l’exclusion  de  Dnmt1  du  noyau  (9).  Cette  étape  est  suivie  d’une 

reméthylation  globale,  qui  donne  aux  cellules  de  l’embryon  pré‐implantatoire  un  profil 

d’hymerméthylation  de  l’ADN  (10),  mais  dont  sont  là  encore  protégées  les  régions 

soumises  à  empreinte  parental.  Toutes  les  cellules  de  l’organisme  hériteront  de  ce 

nouveau profil de méthylation, à l’exception des cellules germinales. 

 

 

 

 

 
 

Figure  2:  dynamique  de  reprogrammation  du  profil méthylation  de  l’ADN  au  cours  du  développement 
embryonnaire et fœtal (A) de la souris et (B) de l’Homme (adapté de Monk et al., 2015 (6)). La méthylation 
des loci soumis à empreinte parentale (pointillés verts) est établie pendant la gamétogenèse dans le sperme 
(ligne continue bleue) ou  l’ovocyte en croissance  (ligne continue  rouge) après effacement de  l’empreinte 
pré‐existante dans  les  cellules  germinales primordiales  (pointillés noirs). Après  fertilisation,  les  génomes 
d’origine  maternelle  et  paternelle  subissent  une  déméthylation  passive  et  active  respectivement, 
aboutissant à un blastocyste fortement déméthylé. 
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b. Gamétogenèse 

En effet, chez de nombreux mammifères comme le porc, la souris et l’Homme, il a été 

montré qu’il existe une seconde vague de déméthylation puis de reméthylation de l’ADN 

dans les cellules germinales primordiales. Cependant ce phénomène de reprogrammation 

épigénétique spécifique aux PGC a été découvert et principalement étudié chez la souris, 

et reste mal connu dans l’espèce humaine. 

Chez l’Homme, le développement des cellules de la lignée germinale, qui dérivent de 

l’épiblaste  de  la  vésicule  vitelline,  débute  avec  la  gastrulation  (2ème  semaine  de 

développement  embryonnaire).  Les  PGC migrent  ensuite  dans  les  crêtes  génitales,  les 

futures gonades, au cours des semaines 3 à 5 de développement embryonnaire.  

Cette  seconde  vague de déméthylation  survient pendant et  surtout peu après  leur 

migration dans  les  crêtes génitales, permettant d’établir une hypométhylation de  l’ADN 

des cellules germinales par rapport aux cellules somatiques (9). Elle est plus étendue que 

la  précédente  puisque  contrairement  à  elle,  cette  déméthylation  spécifique  aux  PGC 

concerne  les  gènes  soumis  à  empreinte  parentale  et  autres  DMR,  et  en  partie  les 

rétrotransposons  et  autres  séquences  répétées.  Quelques  régions  y  échappent 

cependant, principalement certains types de rétrotransposons (comme les intracisternal A 

particles  chez  les  souris)  et  quelques  ilôts  CpG  (9).  Ces  régions  résistantes  à  la 

déméthylation seraient un des vecteurs de l‘héritage épigénétique transgénérationnel ou 

TEI  (transgenerational    epigenetic    inheritance),  mécanisme  par  lequel  des  marques 

épigénétiques sont transmises à travers les générations successives mais dont l’existence, 

bien que démontrée dans certaines espèces comme  la souris, n’a pas été prouvée chez 

l’Homme (11). 

La déméthylation est suivie d’une reméthylation de  l'ADN dont  la dynamique diffère 

considérablement entre  les gamètes en  formation selon qu'ils soient mâles ou  femelles, 

puisqu’elle permettra  le rétablissement de  l’empreinte parentale en  fonction du sexe du 

zygote  dans  les  gènes  soumis  à  empreinte  parentale  (figure  4).  Ces  différences mâle‐

femelle ont pour rôle de déterminer l'expression mono‐allélique maternelle ou paternelle 

de ces gènes dans l'individu issu de ces gamètes.  

Cependant,  la  cinétique de  cet évènement est  très variable d’une espèce à  l’autre. 

Chez  l’Homme et  le porc,  il  semble  se dérouler  aux mêmes  stades embryonnaires que 
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chez  la  souris  mais  sur  une  période  bien  plus  étendue,  probablement  du  fait  du 

développement plus lent de l’embryon. Il présente également une cinétique variable selon 

le locus concerné et le sexe de l’embryon : par exemple déméthylation rapide et précoce 

des DMR de  IGFR2 puis des DMR du cluster d’IGF2‐H19, suivi d’une déméthylation plus 

lente et incomplète des rétrotransposons, chez le porc mâle (12)(13).  

Dans  l’espèce humaine,  la dynamique de déméthylation puis de  reméthylation des 

cellules de  la  lignée germinale a  fait  l’objet de peu d’études. En 2015, deux équipes ont 

analysé  le méthylome et  le  transcriptome de PGC entre 4 et 19  semaines de gestation 

(14)(15), montrant une déméthylation progressive débutant avant  la quatrième semaine 

et aboutissant au niveau de méthylation des CpG  le plus bas observé dans des cellules 

humaines  (inférieur à 10%), confirmant chez  l’Homme que cette déméthylation est plus 

étendue  que  celle  survenant  dans  l’ensemble  des  cellules  embryonnaires  après 

fécondation. L’étape de reméthylation commence après  la 19ème semaine, pendant  la vie 

fœtale  (14),  pour  s’achever  à  la  puberté  au  stade  pachytène  de  la  prophase  I  chez  les 

hommes  (16)(3)  alors  qu’elle  est  plus  tardive  chez  les  femmes,  débutant  après  la 

naissance, la méthylation étant complète au stade de follicule antral (17). Les marques de 

méthylation  sont  ensuite maintenues  dans  les  gamètes matures  au  cours  des  divisions 

cellulaires  successives  (figure  3).  Cependant,  de  manière  intéressante,  ces  auteurs 

mettent  en  évidence  par  RNA‐seq  que  l’expression  génique  dans  ces  PGC  reste 

relativement  constante  au  cours  de  la  période  étudiée  malgré  ces  importantes 

modifications  de  la  méthylation  du  génome,  phénomène  pour  lequel  ils  n’ont  pas 

d’explication évidente. 
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Au  final,  ce  phénomène  de  reprogrammation  de  la méthylation  de  l’ADN  dans  les 

cellules germinales en formation a plusieurs buts :  

‐ adapter  les marques de méthylation des gènes soumis à empreinte parentale au 

sexe de  l’animal  (figure 4). Des erreurs dans  ce processus  sont  à  l’origine d’une 

partie des cas de pathologies de l’empreinte parentale, comme décrit notamment 

pour le syndrome de Prader‐Willi (18) 

‐ éviter  la  transmission  à  la  descendance  d’épimutations.  Des  anomalies  de  ce 

mécanisme  de  protection  pourraient  entrer  dans  le  cadre  de  l’héritage 

épigénétique transgénérationnel (11). 

‐ mettre en place un pattern de méthylation de  l’ADN dans  les cellules germinales 

très différent de celui des cellules somatiques, se rapprochant de celui des cellules 

souches  embryonnaires  (2),  et  qui  est  nécessaire  au  bon  déroulement  de  la 

méiose, de la spermiogenèse et du développement embryonnaire précoce (1). 

 

 

 

Figure 3: évolution du niveau de méthylation de l’ADN au cours de la vie dans les cellules gonadiques 
somatiques, germinales primordiales, et les gamètes matures dans l’espèce humaine (Guo et al., 2015 
(15)). 



14	
	

 

Figure 4:  reprogrammation  des  ICR  au  cours  du  développement.  L’existence  d’une  méthylation 
différentielle de régions génomiques en fonction de l’origine parentale de l’allèle nécessite un processus de 
reprogrammation  épigénétique  au  cours  de  la  gamétogenèse  pour  permettre  l’acquisition  des marques 
appropriées en fonction du sexe du fœtus et assurer le bon développement de la descendance (adapté de 
Radford et al., 2011 (19)). 

 

III. Empreinte parentale 

 

Dans  les organismes eucaryotes diploïdes,  la majorité des gènes ont une expression 

biallélique,  c’est‐à‐dire  qu’ils  sont  exprimés  par  les  deux  allèles  parentaux.  Cependant 

certains gènes ne sont exprimés que par  l’un ou  l’autre de  leurs allèles et peuvent être 

divisés  en  3  classes  distinctes:  le  cas  particulier  de  l’inactivation  de  l’X,  l’expression 

monoallélique  autosomale  aléatoire,  et  l’empreinte  parentale.  Cette  expression 

différentielle  est  aléatoire  dans  le  cas  de  l’inactivation  de  l’X  et  de  l’expression 

monoallélique  autosomale  aléatoire,  qui  intervient  notamment  dans  l’olfaction,  alors 

qu’elle  est  déterminée  par  l’origine  parentale  de  l’allèle  dans  le  cas  de  l’empreinte 
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parentale  (20).  Le  phénomène  d’empreinte  parentale  n’existe  que  chez  les  euthériens 

(mammifères placentaires) et les marsupiaux, et correspond donc à l’acquisition d’un tissu 

placentaire,  ainsi  que  dans  quelques  espèces  de  plantes  et  d’insectes  (21).  Les  gènes 

soumis  à  empreinte  parentale  ne  sont  exprimés  que  par  un  seul  allèle, maternel  ou  

paternel,  selon  le  gène  considéré.  La mise en place de  l’empreinte est déterminée par 

l’effacement  puis  l’apposition  de  nouvelles  marques  épigénétiques  au  cours  de  la 

gamétogenèse, en particulier  la méthylation de  l’ADN, au niveau de  régions  régulatrices 

appelées  régions  de  contrôle  de  l'empreinte  (ICR  pour  imprinting  control  region)  qui 

correspondent  à  des  régions  différentiellement  méthylées  (DMR  pour  differentially 

methylated  region).  Une  soixantaine  de  gènes  soumis  à  empreinte  parentale  ont  été 

identifiés chez l'Homme jusqu'à présent, contre une centaine chez la souris. La plupart de 

ces  gènes  sont  regroupés  en  clusters  chromosomiques,  certains  atteignant  plusieurs 

mégabases, qui sont  régulés par une seule et même  ICR. Ces  ICR correspondent  le plus 

souvent  à  des  ilôts CpG  différentiellement méthylés  sur  les  deux  allèles  parentaux,  les 

cellules  germinales  féminines étant méthylées pour une majorité de  ces  ICR,  alors que 

quelques uns de  ces  ICR  sont méthylés dans  les  cellules  germinales masculines  (seules 

quatre  ICR sont connues comme méthylées dans  les gamètes masculins chez  l’Homme : 

H19/IGF2, DLK1/GTL2, RASGRF1 et ZDBF2). Avec  la  fertilisation,  ces  régions  soumises à 

empreinte  sont  transmises  de manière  stable  au  zygote  dans  les  cellules  somatiques, 

induisant  une  expression  mono‐allélique  des  gènes  concernés  (22).  Ainsi,  les  gènes 

méthylés dans les cellules spermatiques sont dit à empreinte maternelle et ceux qui sont 

méthylés dans  les ovocytes  sont à empreinte paternelle. Dans  les paragraphes  suivants 

traitant  de  la méthylation  de  ces  ICR,  le  nom  du  gène  sera  utilisé  pour  désigner  par 

extension  l'ICR qui le contrôle. 

Les  gènes  soumis  à  empreinte  parentale  sont  impliqués  dans  la  régulation  du 

développement  et  de  la  croissance  embryonnaire,  fœtale  et  postnatale.  Certains  sont 

exprimés dans  l'embryon,  le  fœtus,  le nourrisson et/ou  le placenta  tandis que d'autres 

sont supposés intervenir chez la mère dans ses comportements de maternage et de soin 

au  nourrisson.  Ainsi,  selon  une  théorie  dite  du  « conflit »,  les  gènes  à  empreinte 

paternelle  vont  dans  le  sens  de  la  mise  à  disposition  du  maximum  de  ressources 

maternelles pour assurer  la croissance et le bon développement de sa progéniture, alors 

que les gènes d'expression maternelle vont dans le sens de l'épargne des ressources et la 
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préservation de  la mère, probablement dans  le but de permettre d'autres grossesses et 

d'assurer la survie maternelle. 

Cependant  il y a de plus en plus d’arguments pour  l’implication des gènes soumis à 

empreinte également dans  la régulation de  la physiologie et du métabolisme de  l’adulte. 

Plusieurs  hypothèses  ont  été  émises  pour  expliquer  la  sélection  d’un  tel  mécanisme 

malgré  sa  vulnérabilité  aux  mutations  récessives :  la  théorie  du  conflit  décrite 

précédemment,  la  protection  contre  la  parthénogenèse  (fécondation  avec  deux  lots 

haploïdes  de  chromosomes  issus  du même  parent),  la  défense  de  l’hôte  contre  l’ADN 

étranger (rétrotransposons notamment), et l’hypothèse de complémentation (21). 

IV. Infertilité masculine et épigénétique: rôle du méthylome spermatique 

1. Fertilité et épigénétique: généralités 

L’infertilité se définit comme  l’incapacité à concevoir un enfant après un an d’essai, 

elle touche 10 à 15% des couples. Dans environ deux tiers des cas,  l’infertilité peut être 

expliquée au moins en partie par une cause masculine (3). La génétique de l’infertilité est 

un domaine complexe : en effet de nombreuses causes existent (génétiques, hormonales, 

traumatiques, chirurgicales, liées à l’âge,  au mode de vie, à l’exposition à des toxiques…). 

En dehors d’une anomalie génétique évidente  (15% des cas : anomalie chromosomique 

de structure, aneuploidie constitutionnelle, pathologie monogénique dont  les mutations 

du  gène  CFTR,  microdélétion  du  chromosome  Y  (23)),  il  est  difficile  de  quantifier  la 

contribution de la génétique au phénotype puisque chacune des causes d’infertilité a une 

composante génétique plus ou moins importante (24) et que de nombreux cas d’infertilité 

sont multifactoriels. 15% des  infertilités  restent  cependant  inexpliquées, dont  certaines 

ont probablement une cause génétique ou épigénétique. 

2. Infertilité masculine et méthylation de l’ADN spermatique 

a. Contexte 

Depuis  le début des années 2000,  il a été  rapporté une prévalence de pathologies 

liées  à  l’empreinte  parentale  plus  élevée  chez  les  enfants  issus  de  la  procréation 

médicalement  assistée  (PMA)  (en  particulier  la  technique  ICSI  ou  injection 
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intracytoplasmique de  spermatozoïde) que  chez  les  enfants  conçus naturellement  (25). 

Par ailleurs l’évolution des connaissances dans le domaine de l’épigénétique a amené les 

chercheurs  à  évoquer  son  implication  dans  une  partie  des  nombreux  cas  d’infertilité 

inexpliquée. Des auteurs  se  sont dès  lors  intéressés à  la méthylation de  l’ADN dans  les 

cellules germinales d’hommes infertiles (26)(27)(28).  

Il  a  été  émis  l’hypothèse  qu’un  défaut  de  programmation  épigénétique  dans  les 

cellules  germinales  primordiales,  en  particulier  un  défaut  d’effacement  du  profil  pré‐

existant de méthylation de  l’ADN et/ou de  rétablissement des marques de méthylation, 

serait à l’origine d’une spermatogenèse anormale conduisant à une fonction spermatique 

dégradée (10). Ceci corrobore des études chez la souris ayant montré une altération de la 

spermatogenèse après administration d’un agent déméthylant,  la 5‐aza‐2’‐deoxycitidine 

(29).  C’est  ce  défaut  qui  est  suspecté  dans  la  transmission  à  la  descendance  de 

pathologies liées à l'empreinte (18), notamment dans le cadre de la PMA et en particulier 

pour la technique ICSI au cours de laquelle le recueil intra‐testiculaire de spermatozoïdes 

immatures pourrait court‐circuiter un certain nombre de mécanismes de maturation et de 

filtrage des gamètes  (30)(31). Cependant  la responsabilité des techniques de PMA elles‐

mêmes  dans  la  survenue  de  ces  anomalies  de  méthylation  pourrait  également  être 

impliquée  et  la  part  respective  des  deux  mécanismes  reste  à  établir  avec  certitude 

(32)(33).  

b. Techniques d’analyse employées 

Les  premières  études  sur  la méthylation  de  l’ADN  dans  des  cellules  spermatiques 

d’hommes au spermogramme anormal ont été publiées au début des années 2000, et les 

techniques  utilisées  ont  évolué  au  cours  de  ces  quinze  dernières  années : 

l’immunomarquage des 5mC sur noyaux fixés (28), a été supplanté par des techniques de 

séquençage  de  loci  sélectionnés,  en  particulier  le  pyroséquençage  après  conversion 

bisulfite  de  l’ADN,  qui  convertit  les  cytosines  non‐méthylées  en  uracyls,  eux‐mêmes 

transformés en thymines après PCR (27), mais aussi la PCR méthylation‐spécifique qui est 

une PCR  couplée à  l’utilisation d’enzymes de  restriction  (COmbined Bisulfite Restriction 

Analysis  ou  COBRA),  après  conversion  bisulfite  (30).  L’utilisation  de  puces  à  ADN 

spécialement conçues pour  l’étude de  la méthylation  (34) a par  la suite rendue possible 

une étude étendue à des milliers de CpG répartis sur l’ensemble du génome, permettant 
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une analyse plus  juste de  la méthylation globale de  l’ADN, ainsi que  la mise en évidence 

de nombreux DMR en une seule expérience. Les nouvelles approches de séquençage haut 

débit  développées  ces  dernières  années  (notamment  le  Methylated  DNA 

ImmunoPrecipitation ou MeDIP‐seq et le Reduced Representation Bisulfite Sequencing ou 

RRBS), qui permettent une étude de la méthylation de l’ADN étendue au génome entier et 

pas uniquement au niveau des CpG,  sont celles que nous avons privilégiées dans notre 

travail  expérimental.  Elles  apporteront  certainement  prochainement  des  informations 

nouvelles et un éclairage sur les associations déjà constatées et les mécanismes à l’œuvre.  

c. Méthylation de l’ADN et altérations du spermogramme 

Dans  le  cadre  de  l’étude  du  profil  de méthylation  de  l’ADN  de  cellules  germinales 

d’hommes au spermogramme altéré, les auteurs ont choisi le plus souvent d’étudier une 

sélection  de  DMR  de  loci  soumis  à  empreinte  parentale,  du  fait  de  leur  pertinence 

biologique dans  ce  contexte. Par  ailleurs  l’anomalie du  spermogramme  la plus  souvent 

étudiée est  l’oligospermie (concentration en spermatozoïdes  insuffisante dans  l’éjaculat). 

Ces recherches ont montré que l'empreinte est fréquemment perturbée dans les cellules 

germinales  d'hommes  oligospermiques.  Les  deux  loci  soumis  à  empreinte  les  plus 

fréquemment  étudiés  dans  ce  cadre  sont  IGF2/H19  et  MEST,  qui  sont  normalement 

respectivement  hyper‐  et  hypométhylés  sur  l’allèle  paternel.  Chez  des  patients 

oligospermiques, le gène H19 est anormalement hypométhylé  (27)(35)(36)(37) et le gène 

MEST  anormalement  hyperméthylé  (10)(35)  (36)(38),  ces  2  anomalies  pouvant  être 

isolées  ou  associées  (35).  Cependant  d’autres  études  ne  retrouvent  pas  d’anomalie  de 

méthylation du gène MEST chez des patients oligospermiques (27).   

D'autres auteurs ont étudié  les profils de méthylation d'un panel plus  importants de 

gènes  soumis  à  empreinte  en  lien  avec  l’oligospermie,  confirmant  une  tendance  à 

l'hypométhylation des deux  loci normalement hyperméthylées sur  l'allèle paternel : celui 

d'H19/IGF2 et celui de GTL2/MEG3/DLK1/DIO3  (36)(38), et  l'hyperméthylation de gènes 

normalement  hypométhylés :  PLAGL1,  DIRAS3,  LIT1,  IGF2,  PEG3,  SNRPN  (36)(38).  Ils 

mettent  également  en  évidence  des  anomalies  de méthylation  sur  d’autres  types  de 

séquences  comme  des  gènes  non‐soumis  à  empreinte  impliqués  dans  la 

spermatogenèse : DAZL  (39)(40), VASA  (41) et CREM  (42), d’autres  gènes non‐soumis  à 

empreinte parentale  : HRAS, NTF3, MT1A, PAX8,  SFN, MT1A et une  séquence  répétée : 
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Satellite 2 (10). De manière intéressante, le promoteur du gène MTHFR, impliqué dans la 

mise à disposition du pool de groupements méthyl notamment au cours du processus de 

méthylation  de  l’ADN,  est  significativement  hyperméthylé  chez  des  hommes 

oligospermiques, ce qui pourrait être la première étape d’un défaut de méthylation global 

du  génome  et  donc  d’une  infertilité  (43),  avec  une  association  significative  avec 

l’hypométhylation du DMR d’H19 et de CTCF6 (44). Au contraire,  la méthylation du gène 

DAZ, un gène au  rôle  important pour  la  spermatogenèse et dont  la délétion  cause une 

azoospermie, a été retrouvée normale chez des hommes infertiles (40)(45). 

Des anomalies de méthylation de l’ADN germinal ont aussi été recherchées en rapport 

avec d’autres anomalies du spermogramme : 

‐  azoospermie  (absence  de  spermatozoïdes  dans  l’éjaculat) :  en  présence 

d’azoospermie non‐obstructive, Hartmann et al. (30) retrouvent une méthylation normale 

d’H19, alors que Marques et al. (31) constatent une hypométhylation de ce même  locus 

sans hyperméthylation de MEST, appuyant leur hypothèse que l’hypométhylation de H19 

est associée à une spermatogenèse altérée (27)(35). Minor et al. (46) retrouvent quant à 

eux une hypométhylation de H19 en cas d’azoospermie obstructive. Cependant Ferfouri et 

al.  (47)  ont  comparé  sur  puce  le  profil  de méthylation  de  spermes  avec  azoospermie 

obstructive  (AO)  et  non‐obstructive  (ANO),  et  ont  montré  plus  de  9000  CpG 

différentiellement méthylés entre les 2 groupes, notamment au niveau de 47 gènes ayant 

une fonction testiculaire, et une corrélation entre  le profil de méthylation et  la présence 

ou non de spermatozoïdes sur la biopsie testiculaire en cas d’ANO, ce qui tend à montrer 

le  lien de causalité entre anomalie de méthylation et anomalie de  la spermatogenèse et 

incite à utiliser le profil de méthylation de l’ADN comme marqueur pronostic de la réussite 

de la biopsie. 

‐  asthénospermie  (défaut  de  mobilité  des  spermatozoïdes) :  chez  des  patient 

asthénospermiques,  le promoteur de DAZL, un gène  impliqué dans  la  spermatogenèse, 

est anormalement hyperméthylé (39). L’utilisation d’une puce à ADN a permis à Pacheco 

et al. (34) d’établir un  lien entre anomalie de méthylation de centaines de CpG de gènes 

soumis  ou  non  à  empreinte  et motilité  des  spermatozoïdes,  et  en  particulier  pour  92 

gènes  soumis  à  empreinte  avec  une  distribution  équilibrée  entre  hypo‐  et 

hyperméthylation.  
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‐  tératospermie  (taux  anormalement  élevé de  spermatozoïdes  anormaux) : Chez 

des patients  tératospermiques,  IGF2 et H19  sont hypométhylés, mais  seuls  les hommes 

présentant une oligospermie associée avaient une méthylation anormale (48).  

La question de l’existence d’anomalies globales de la méthylation de l’ADN à l’échelle 

du  génome  entier  en  cas  de  spermogramme  altéré  n’a  pas  été  clairement  résolue. 

Certains  auteurs  supportent  ainsi l’hypothèse  d’erreurs  de  méthylation  spécifiques  à 

certains types de séquences, en particulier les loci soumis à empreinte parentale. En effet 

la méthylation  globale  du  génome,  évaluée  dans  leurs  travaux  par  l’étude  du  profil  de 

méthylation d’éléments  répétés comme  les séquences LINE1 et ALU  (35)(48)(36) ou par 

l’étude de plusieurs dizaine de milliers de CpG grâce à  l’utilisation de puces à ADN  (49), 

apparait  normale.  Mais  d’autres  ont  montré  une  hyperméthylation  plus  globale  du 

génome spermatique, étendue à plusieurs types de séquences (gènes soumis à empreinte 

et non‐soumis à empreinte et un élément  répété)  (10) à partir d’ADN  issus de  spermes 

oligo‐, asthéno‐ ou tératospermiques ou, à l’inverse, une hypométhylation globale avec un 

tiers des CpG géniques anormalement hypométhylés sur échantillons asthénospermiques 

analysés par puce à ADN (34) et sur des échantillons oligoasthénospermiques analysés par 

méthodes  ELISA‐like  (37).  Ces  derniers  proposent  donc  l’existence  d’un  défaut  lors  de 

l’étape d’effacement ou du rétablissement des marques de méthylation qui serait associé 

à la survenue d’anomalies du spermogramme, possiblement lié à des dysfonctionnements 

des  enzymes  intervenant  dans  ces  processus  (voir  chapitre  correspondant).  Cependant 

cela  n’explique  pas  l’association  d’anomalies  dans  le  sens  de  l’hyperméthylation  et  de 

l’hypométhylation constatées par de nombreux auteurs chez un même individu. 

Enfin  certaines  équipes  ont  adopté  une  approche  inverse  en  sélectionnant  des 

patients  présentant  une  infertilité  idiopathique,  quel  que  soit  le  spermogramme,  pour 

rechercher  une  corrélation  entre  des  anomalies  de méthylation  communes  à  plusieurs 

individus et les différentes anomalies du spermogramme. Schutte et al. (50) ont retrouvé 

plus  de  10%  des  CpG  différentiellement  méthylés  chez  un  sous‐groupe  de  patients 

infertiles  présentant  une  quantité  de  spermatozoïdes  moyenne  significativement  plus 

faible  que  le  reste  des  sujets  étudiés,  avec  deux  fois  plus  de  DMR  dans  le  sens  de 

l’hyperméthylation  que  dans  celui  de  l’hypométhylation.  Il  existait  un  enrichissement 

significatif de ces DMR dans des gènes impliqués dans la spermatogenèse, l’inflammation 

et la réponse immunitaire, mais pas au niveau des gènes soumis à empreinte. Poplinski et 



21	
	

al. (51) ont montré une corrélation inverse entre une anomalie de méthylation de H19 et 

MEST  et  le  nombre  et  la motilité  des  spermatozoïdes,  et  avec  leur morphologie  pour 

MEST seulement. Houshdaran et al.  (10) ont corrélé des anomalies de méthylation de 3 

gènes  soumis  à  empreinte parentale  (MEST, DIRAS3  et PLAGL1),  5  gènes non‐soumis  à 

empreinte  (HRAS, MT1A,  NTF3,  PAX8  et  SFN)  et  un  élément  répété  (Satellite  2)  avec 

l’existence  d’une  altération  du  nombre  et/ou  de  la  motilité  des  spermatozoïdes. 

L’anomalie du  spermogramme qui  semble  le plus  souvent  corrélée  à des  anomalies de 

méthylation de l’ADN spermatique est donc l’oligospermie. 

Dans la perspective de pouvoir utiliser des anomalies de méthylation de l’ADN comme 

marqueurs  d’infertilité,  Friemel  et  al.  (52)  ont  quant  à  eux  comparé  la méthylation  de 

l’ADN  dans  le  sang  périphérique  d’hommes  fertiles  et  infertiles  par  puce  à  ADN. 

Conformément au mécanisme présumé d’apparition des anomalies de méthylation, qui 

est  spécifique à  la  lignée germinale,  ils n’ont mis en évidence qu’une vingtaine de CpG 

différentiellement méthylés dans  le sang, contre plusieurs centaines pour  les travaux sur 

cellules germinales.  

On peut déduire de l’ensemble de ces résultats que le type d’anomalie épigénétique 

semblerait donc dépendre du  type d’infertilité présenté  (38), mais des  recherches  sont 

encore nécessaires pour  confirmer  ces  liens et permettre  l’utilisation de  ces  anomalies 

comme marqueurs pronostic du  type, de  l’origine et de  la  sévérité de  l’altération de  la 

spermatogenèse, ainsi que des chances de succès des techniques de PMA. 

d. Méthylation de l’ADN et autres anomalies épigénétiques 

Par ailleurs l’étude d’autres anomalies épigénétiques dans les cellules spermatiques de 

patients  (avec ou sans anomalie du spermogramme) met en évidence un  lien entre ces 

dernières  et  des  anomalies  de  méthylation  de  l’ADN  spermatique.  Ainsi  un  ratio 

protamines/histones  anormal  a  été  associé  à  une  hyperméthylation  de  LIT1,  SNRPN  et 

MEST  (38),  ainsi  qu’à  des  anomalies  de méthylation  enrichies  au  niveau  d’ICR  de  loci 

soumis à empreinte (H19, IGF2, KCNQ1, GNAS, DIRAS3, MAGEL2 et NNAT) et au niveau de 

gènes  impliqués  dans  le  développement  et  la  fonction  du  système  reproductif  (49). 

Montjean et al. (37) ont mis en évidence une relation inverse entre le taux de méthylation 

globale  de  l’ADN  spermatique  et  les  index  de  fragmentation  de  l’ADN  et  de 

décondensation de  la chromatine chez des hommes oligospermiques, avec en particulier 
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une  relation  forte entre  la méthylation de  l’ADN et  la compaction de  la chromatine, qui 

seraient  donc  deux  processus  étroitement  liés  au  cours  de  la  spermatogenèse.  Or 

l’intégrité de  la chromatine spermatique est  importante pour  la fonction reproductive et 

une  fragmentation  de  l’ADN  spermatique  excessive  est  associée  à  l’infertilité  (53). 

Cependant  il  reste  à  déterminer  si  la  fragmentation  de  l’ADN  est  une  cause  ou  une 

conséquence  d’une  méthylation  de  l’ADN  et  d’une  compaction  de  la  chromatine 

défectueuses.  

e. Hétérogénéité intra‐individuelle et stabilité temporelle des DMR détectés 

Il est important de remarquer que la plupart de ces résultats ne représentent que des 

moyennes  de  méthylation  sur  l’ensemble  des  cellules  spermatiques  présentes  dans 

chaque  échantillon  étudié,  or  la  fertilisation  d’un  ovocyte  se  fait  par  un  gamète mâle 

unique. Dans le cadre de l’AMP par ICSI, il serait donc intéressant de pouvoir sélectionner 

pour  la  fécondation  de  l’ovocyte  le  spermatozoïde  le  plus  normal  possible.  Certains 

auteurs  ont  donc  voulu  rechercher  une  variabilité  intra‐individuelle,  c’est‐à‐dire  d’un 

spermatozoïde à l’autre, de la méthylation de l’ADN puisqu’un taux de méthylation de 80% 

d’un  locus  comprenant  plusieurs  CpG  peut  schématiquement  correspondre  à  une 

méthylation de l’ensemble des CpG du locus dans 80% des cellules associée à une absence 

totale de méthylation des CpG dans 20% des cellules, ou à une méthylation homogène de 

80% des CpG du locus pour l’ensemble des cellules étudiées. 

Laurentino  et  al.  (54)  ont  mis  en  évidence  pour  les  loci  H19,  MEST,  MEG3  et 

KCNQ1OT1 un mosaïcisme épigénétique dans les spermatozoïdes de patients aux qualités 

de sperme dégradées, expliquant les anomalies de méthylation de ces ICR par l'existence 

de  sous‐population  de  spermatozoïdes  avec méthylation  anormale  plutôt  que  par  des 

défauts  de méthylation  aléatoires  des  spermatozoïdes.  Ainsi  ils  concluent  que  dans  le 

sperme de  ces patients  il existe pour  chacun de  ces  loci deux  types de  séquence : des 

séquences complètement méthylées et d'autres complètement déméthylées. Par ailleurs, 

pour H19  ils retrouvent toujours  l'erreur de méthylation sur  l'allèle d'origine maternelle, 

et émettent donc  l'hypothèse d'anomalies à  la  fois de déméthylation  (gène à empreinte 

paternelle) et de reméthylation (gènes à empreinte maternelle) dans la lignée germinale. 

Jenkins et al. (55) ont quant à eux mis en évidence une augmentation de la variabilité de 
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la méthylation de  l’ADN dans  la  fraction des spermatozoïdes  les moins mobiles chez des 

hommes infertiles au spermogramme normal. 

f. Conclusion 

L’hétérogénéité  des  techniques  d’analyse  utilisées,  des  populations  d’hommes 

infertiles  et  des  types  d’échantillons  (sperme,  cellules  germinales  issues  de  biopsies 

testiculaires)  étudiés,  ainsi  que  le  faible  nombre  d’individus  inclus  dans  chaque  étude, 

rendent  l’interprétation et  l’intégration de ces résultats difficiles. Cependant  il en ressort  

une  association  significative  entre  infertilité  idiopathique  et  présence  d’anomalies  de 

méthylation  de    l’ADN  dans  les  gamètes.  Toutefois  la  signification  biologique  de  ces 

anomalies de méthylation de même que  leur origine  restent  incertaines  (31). Parmi  les 

conséquences  de  ces  anomalies,  la  transmission  à  la  descendance  de  pathologies  de 

l’empreinte (ex : syndrome de Silver‐Russel pour  le  locus H19) a été évoquée pour celles 

affectant des ICR de gènes soumis à empreinte parentale. Concernant les origines de ces 

anomalies,  des mutations  ou  des  polymorphismes  des  gènes  codant  pour  les  enzymes 

établissant  (DNMT) ou effaçant  l’empreinte  (TET) ont été décrites  (56),  cependant elles 

n’expliquent  pas  la  coexistence  chez  un  même  individu  d’anomalies  dans  le  sens  de 

l’hyperméthylation et de l’hypométhylation. 

De nouveaux travaux seront encore nécessaires pour confirmer et unifier les données 

existantes et pour mettre en évidence  les mécanismes  impliqués et  les  liens de causalité 

entre  ces anomalies de méthylation et  les altérations de  la  spermatogenèse auxquelles 

elles s’associent. 

Par ailleurs peu d’études ont  recherché des anomalies de méthylation de  l’ADN en 

relation  avec différents  types de pathologies  connues  associées  à  l’infertilité  comme  la 

varicocèle (57), la cryptorchidie ou encore les traitements anticancéreux par radio‐ et/ou 

chimiothérapie. Or ces études pourraient éclairer  les mécanismes moléculaires délétères 

pour  la  spermatogenèse  à  l’œuvre  dans  ces  pathologies,  et  appuyer  la  causalité 

d’anomalies de méthylation de l’ADN spermatique dans le phénotype d’infertilité. 
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3. Fertilité, remaniements chromosomiques et épigénétique 

a. Introduction 

Chez  l’Homme,  parmi  les  causes  génétiques  d’infertilité,  hormis  les  anomalies 

géniques qui sont extensivement étudiées dans des phénotypes d’hypo‐ ou d’infertilité et 

touchent de nombreux gène  impliqués dans  la spermatogenèse ou  la méiose, on trouve 

également des anomalies chromosomiques. Elles sont divisées en anomalies de nombre 

(syndrome  de  Klinefelter  47,XXY,  trisomie  21,  microdélétions  du  chromosome  Y)  et 

anomalies  de  structure  (translocations  réciproques,  translocations  robertsoniennes, 

inversions péri‐ et paracentriques). Les translocations réciproques touchent un nouveau‐

né sur 700 et concernent 4 à 10 fois plus  les hommes  infertiles que  les hommes fertiles 

avec 1% d’hommes infertiles porteurs (58) (59). 

Les  anomalies  chromosomiques  de  structure  sont  dans  la  grande majorité  des  cas 

présentent  à  l’état  équilibré  (sans  gain  ni  perte  de matériel  chromosomique)  chez  le 

patient  infertile.  Celles‐ci  sont  responsables  d’infertilités  masculines  avec  ou  sans 

anomalies  quantitatives  ou  qualitatives  du  spermogramme, mais  également  de  fausses 

couches  et de malformations  fœtales.  Les  translocations  réciproques  toucheraient  16% 

des hommes oligospermiques et 0.5% des hommes azoospermiques, bien que la majorité 

des  porteurs  soient  normospermiques  (59).  Les  investigations  cytogénétiques  dans  ce 

cadre font souvent suite à des fausses couches à répétition, ou à la découverte in utero ou 

après  la  naissance  d’un  enfant  d’un  ou  plusieurs  de  ces  3  éléments : malformation(s) 

congénitale(s), retard mental et/ou de développement, et dysmorphie crâniofaciale. 

Différents mécanismes sont à  l’origine de  l’échec reproductif chez des porteurs d’un 

remaniement chromosomique à  type de  translocation  réciproque  (TR).  Ils  interviennent 

pendant un moment‐clé de la méiose, la prophase de la première division méiotique, au 

cours  de  laquelle  les  chromosomes  homologues  s’accolent  fortement  deux  à  deux.  En 

effet  la  qualité  de  cet  appariement  ou  synapsis  a  une  grande  importance  pour  le  bon 

déroulement des étapes suivantes de la méiose. Or, dans le cas d’une TR, les deux paires 

chromosomiques  impliquées vont  s’apparier en  formant une  structure en croix appelée 

quadrivalent  (figure  5).  C’est  ce  quadrivalent  qui  est  à  l’origine  des  différents  types 

d’erreurs pouvant impacter la méiose chez les porteurs de TR (24). La mieux connue et la 

plus extensivement étudiée est  la  survenue d’une malségrégation méiotique des paires 
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chromosomiques  impliquées dans  la  translocation, c’est‐à‐dire une mauvaise  répartition 

des  chromosomes  dans  les  cellules  filles,  aboutissant  à  la  formation  de  gamètes  avec 

déséquilibre du matériel chromosomique , associé ou non à une anomalie du nombre de 

chromosomes (figure 5). La fréquence de cette malségrégation, et donc  la proportion de 

gamètes déséquilibrés, est  très  variable d’un  individu  à  l’autre et d’une  translocation  à 

l’autre,  selon  les  chromosomes  impliqués  et  la  localisation  des  points  de  cassure 

chromosomique (de 37 à 91% sur 99 translocations réciproques hétérozygotes étudiées, 

revues  par Martin  et  al.  (60)).  La  proportion  de  gamètes  au matériel  chromosomique 

déséquilibré  serait également augmentée par un autre mécanisme chez  les porteurs de 

TR,  l’effet  interchromosomique  (EIC),  qui  se  définit  comme  une  altération  de  la 

ségrégation méiotique de chromosomes non‐impliqués dans la translocation, aboutissant 

à  la  formation  de  gamètes  disomiques  ou  nullisomiques  pour  un  chromosome  non‐

impliqué dans  la  translocation. 40% des hommes porteurs de TR présenteraient un EIC 

dans leurs cellules spermatiques (59). 

Figure 5:  idéogramme d’une translocation réciproque entre un chromosome 12 et un chromosome 17, et 
diagramme représentant les modes de ségrégation méiotique possibles, à l’exclusion de la ségrégation 4 :0 
non‐représentée. Les pointillés représentent la répartition des chromosomes dans les deux cellules filles. Le 
seul mode de ségrégation aboutissant à la formation de gamètes équilibrés est le mode alterne (Braude et 
al., 2002 (61)). 

 

Ces deux mécanismes,  vecteurs de déséquilibre  chromosomique dans  les  gamètes, 

sont  responsables  de  fausses  couches  et  de  malformations  par  déséquilibre 
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chromosomique des  conceptus qui en résultent mais pas d’absence de fécondation car ils 

n’altèrent pas la spermatogenèse.  

b. Translocations réciproques, épigénétique et infertilité 

Les autres mécanismes connus par lesquels des TR sont facteurs d’infertilité sont liés 

à des modifications épigénétiques  induites du  fait de  l’existence de  la  translocation.  Ils 

interviennent  de  façon  délétère  dans  le  déroulement  de  la  méiose  et  aboutissent  à 

l’altération de la spermatogenèse, responsable d’infertilité. La translocation peut avoir un 

effet direct en éloignant des gènes proches du point de cassure chromosomique de leurs 

éléments régulateurs (enhancers, ICR pour les gènes soumis à empreinte parentale) ou de 

leur  environnement  chromatinien  normal  (phénomène  d’effet  de  position  variégation) 

(62), ce qui peut modifier  leur expression. Si parmi ces gènes un ou plusieurs est  (sont) 

impliqué(s) dans  la spermatogenèse, alors celle‐ci peut en être affectée. La translocation 

peut  également modifier  l’organisation  tridimensionnelle  du  noyau  (la  répartition  non‐

aléatoire des chromosomes dans le noyau, dont les premières preuves expérimentales ont 

été apportées dès 1977 (63)), ce qui pourrait également avoir des conséquences néfastes 

sur l’expression génique et donc la spermatogenèse (64). Par ailleurs plusieurs études ont 

montré une augmentation de la fragmentation de l’ADN dans les cellules germinales chez 

les porteurs de translocations réciproques (59), or l’association entre augmentation de la 

fragmentation de l’ADN spermatique et infertilité est clairement établie. 

Cependant  le mécanisme épigénétique qui  influe de manière prépondérante  sur  le 

déroulement de la méiose mâle chez les porteurs de TR est le phénomène d’inactivation 

méiotique  de  la  chromatine  non‐appariée  (MSUC  ou Meiotic  Silencing  of  Unsynapsed 

Chromatine) qui touche les régions d’asynapsis au cours de la méiose I.  

La prophase I débute par le stade leptotène, au cours duquel de nombreuses cassures 

double brin (DSB pour double strand break), ainsi que  le début de  l’assemblage d’un axe 

protéique  sur chaque chromosome,  surviennent  le  long des molécules d’ADN. Au  stade 

zygotène, les chromosomes homologues commencent à s’apparier grâce à la formation de 

filaments  transverses  au  niveau  de  cet  axe  protéique,  formant  une  structure  appelée 

complexe synaptonémal. Le synapsis est complet au stade pachytène et les DSB des deux 

chromosomes  s’accolent.  Des  chiasmas  se  forment  ensuite  le  long  des  paires 

chromosomiques  au  niveau  de  ces  cassures  doubles  brins  de  l'ADN,  permettant  leur 
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réparation  et  donnant  lieu  à  des  recombinaisons  ou  crossing‐over  entre  chromosomes 

homologues (figure 6). Ces foci de recombinaison renforcent à leur tour l'appariement des 

chromosomes homologues (65). Cependant  lorsqu'il existe une translocation réciproque, 

l'appariement  entre  chromosomes  homologues  au  sein    des  quadrivalent  est 

fréquemment  imparfait,  avec  des  régions  d'asynapsis  (ou  mésappariement)  où  les 

éventuelles DSB sont incomplètement réparées.  

 

 

 

Figure 6: représentation schématique des évènements d’appariement et d’échange de matériel génétique 
survenant au sein des paires chromosomiques au cours de la prophase de la première division méiotique 
(adapté de Burgoyne et al., 2009 (65)). 

 

Le MSUC est un phénomène épigénétique physiologique qui  intervient au cours du 

stade pachytène de la prophase de la méiose I. Ce processus apparait localement dans les 

régions  chromosomiques  non‐appariées  et  correspond  à  l’apparition  de modifications 

épigénétiques  localisées  aboutissant  à  la  répression  transcriptionnelle  des  régions 

touchées.  C'est  un  mécanisme  de  protection  permettant  d’assurer  la  production  de 

gamètes  génétiquement  équilibrés.  Il  intervient  notamment  de  manière  normale  au 

niveau des régions non‐appariées du bivalent X‐Y dans la méiose mâle, cette inactivation 

transcriptionnelle  étant  nécessaire  au  bon  déroulement  de  la  méiose  (Meiotic  Sex 

Chromosome Inactivation ou MSCI) (66)(67). Il débute par une séquestration localisée de 

la protéine BRCA1, déjà présente  sur place pour  intervenir dans  la  réparation des DSB. 

Elle‐même recrute la protéine kinase ATR, qui va ensuite phosphoryler le variant d’histone 

H2AX  (γH2AX)  présent  sur  l’ADN  en méiose.    Ces  facteurs  s’accumulent  localement  et 
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permettent l’amplification du phénomène le long de l’axe chromosomique, aboutissant à 

l’hétérochromatinisation de la région.  

Des  auteurs  ont montré  que  le MSUC  intervient  au  niveau  des  zones  d’asynapsis 

anormal  (68),  notamment  sur  les  chromosomes  transloqués  chez  les  porteurs  de  TR 

(69)(70). Ils ont également déterminé qu’il en résulte une inhibition transcriptionnelle de 

la chromatine non‐appariée (71) qui se poursuit après la méiose dans les spermatides, qui 

sont des cellules normalement hautement transcriptionnellement actives (72). 

Comment  le MSUC déclenche‐t‐il  l’apoptose du spermatocyte ? Plusieurs hypothèses 

non‐exclusives  ont  été  émises  quant  aux  raisons  de  l'échec  de  la méiose  dans  les  cas 

d'asynapsis d'autosomes : 

‐ La  première  explique  la  survenue  du MSUC  dans  le  but  d'éviter  que  la  division 

cellulaire ne se poursuive en cas de persistance des DSB au stade pachytène, en 

signalant  l'arrêt  à  un  point  de  contrôle  analogue  à  celui  du  stade  G2/M  de  la 

mitose, appelé point de contrôle du pachytène, suivi de  l'apoptose de  la cellule. 

Cependant plusieurs modèles dans lesquels la méiose se poursuit en l’absence de 

réparation  des  DSB  indiquent  que  la  persistance  de  DSB  est  insuffisante  pour 

déclencher l’apoptose des spermatocytes I.  

‐ La deuxième explication  avancée est une perturbation de  l’inactivation normale 

des chromosomes sexuels en cas de MSUC dans des régions d’asynapsis anormal 

étendu.  En  effet,  la  consommation  des  facteurs de  répression de  la  chromatine 

non‐appariée  impliqués dans  le MSUC par  les chromosomes transloqués pourrait 

empêcher l’inactivation correcte des chromosomes X et Y au pachytène puisque le 

MSUC intervient à la fois de manière normale au niveau des régions non‐appariées 

du bivalent sexuel (phénomène de MSCI) et dans les zones anormales d’asynapsis. 

La  survenue  d’un  synapsis  non‐homologue  entre  un  chromosome  sexuel  et  un 

segment  autosomal  transloqué  pourrait  également  interférer  avec  le  MSCI, 

entraînant la réactivation transcriptionnelle de gènes normalement inactifs sur les 

chromosomes sexuels (71).  

‐ La  troisième  hypothèse  émise  est  que  le  MSUC  entraînerait  la  répression 

transcriptionnelle de gènes cruciaux pour la méiose et les étapes post‐méiotiques 
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dans  les  régions  d'asynapsis.  Cela  conduirait  à  un  arrêt  en méiose  ou  en  post‐

méiose et l’entrée de la cellule en apoptose, contribuant à la perte de gamètes.  

Cependant les  régions transloquées peuvent éviter le MSUC en formant un synapsis 

non‐homologue (par exemple par autosynapsis c’est‐à‐dire repli du chromosome sur  lui‐

même).  Dans  ce  cas,  le  spermatocyte  risque  tout  de même  d'entrer  en  apoptose  au 

prochain  point  de  contrôle  de  la  méiose,  celui  du  fuseau  en  métaphase  I,  si  le 

réarrangement chromosomique est associé à une fréquence élevée d’univalence (65). 

V. Intérêt du modèle porcin pour l’étude d’anomalies de la méthylation 

de l’ADN en lien avec l’infertilité et les translocations chromosomiques 

1. Généralités 

 

Dans  l’espèce  porcine,  la  faible  prolificité  est  synonyme  de  perte  économique 

importante pour les éleveurs et elle représente la première cause de réforme des animaux 

dans  les  centres  d’insémination  artificielle  (33%).  C’est  pourquoi  la  recherche 

agronomique s’intéresse depuis de nombreuses années aux déterminants de  l’infertilité 

dans cette espèce, et notamment à ses causes génétiques.  

En  effet  mis  à  part  l’Homme,  le  porc  est  l’espèce  qui  a  été  le  mieux  étudiée 

concernant  la  survenue  et  la  nature  des  réarrangements  chromosomiques.  Les 

translocations  réciproques  sont  les  anomalies  chromosomiques  de  structure  les  plus 

répandues  dans  l’espèce  porcine,  avec  0.43%  d’animaux  porteurs  (73).  Elles  sont 

responsables  d’une  hypoprolificité  d’intensité  variable  (diminution  de  10  à  100%  du 

nombre de petits par portée) (74) (75) (73) (76) d’une anomalie à l’autre et d’un animal à 

l’autre, mais qui dans  tous  les  cas  représente une perte  financière  importante pour  les 

éleveurs. Les animaux porteurs de ces translocations présentent dans  la grande majorité 

des  cas  un  phénotype  normal  (74),  et,  en  l’absence  de  diagnostic  de  l’anomalie 

chromosomique,  peuvent  être  conservés  comme  reproducteurs  dans  les  centres 

d’insémination  artificielle.  La  diffusion  commerciale  de  la  semence  de  ces  animaux 

propage alors  ces anomalies dans  la population  sur des générations. C’est pourquoi de 

nombreux  pays  dont  la  France  ont mis  en  place  depuis  une  quinzaine  d’années  une 

stratégie  de  contrôle  caryotypique  systématique  des  jeunes  porcs  destinés  à  la 
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reproduction  avant  leur  entrée  en  service  en  centre  d’insémination.  La  plateforme  de 

diagnostic  cytogénétique  de  l’Ecole  Nationale  Vétérinaire  de  Toulouse  (ENVT)  a  une 

activité  de  contrôle  chromosomique  des  porcs  très  importante  puisqu’elle  traite  la 

majorité  des  demandes  d’analyses  cytogénétiques  de  l’ensemble  du  territoire  français 

mais  aussi  des  demandes  de  l’étranger,  permettant  un  accès  facilité  à  des  données 

cytogénétiques et à des échantillons issus d’animaux porteurs d’anomalies caryotypiques 

et/ou  du  spermogramme.  Cette  plateforme  est  couplée  à  une  activité  de  recherche 

puisque  ses  locaux abritent également une partie de  l’équipe CytoGene de  l’UMR 1388 

Génétique,  Physiologie  et  Systèmes  d’Elevage  GenPhySE  (INRA‐ENSAT‐ENVT),  d’où 

l’intérêt du modèle porcin pour les recherches de l’équipe. 

En dehors de l’espèce humaine, et bien que la souris soit le modèle clé des études sur 

la  lignée  germinale  (77),  la méthylation  de  l’ADN  en  lien  avec  l’infertilité mâle  a  été 

étudiée essentiellement dans des espèces d’élevage, en particulier bovines (78) du fait de 

l’intérêt économique de  la reconnaissance des causes d’hypoprolificité chez  les animaux 

reproducteurs. Cependant il n’existe que peu d’études sur ces espèces. En ce qui concerne 

le porc en particulier,  il n’y avait pas  jusqu’à  très  récemment de données concernant  le 

profil  global  de  méthylation  de  l’ADN  du  porc  et  son  lien  avec  différents  critères 

d’importance économique tels que la fertilité.  

Par ailleurs, le porc est un bon modèle pour étudier certaines pathologies humaines, 

notamment dans  le domaine de  la  cytogénétique,  car  ces deux  espèces présentent de 

grandes  similarités  physiologiques,  anatomiques,  développementales  mais  aussi 

génétiques et cytogénétiques. 

C’est pourquoi une des  thématiques de  recherche de  l’équipe CytoGene de  l’UMR 

1388  GenPhySE,  qui  regroupe  des  personnels  de  l’Institut  National  de  Recherche 

Agronomique  de  Toulouse  (INRA)  et  de  l’ENVT,  est  l’étude  des  altérations  du 

spermogramme en lien avec la présence d’anomalies chromosomiques. Ainsi ils ont initié 

récemment  des  recherches  pour  étudier  le  lien  possible  entre  la  présence  de  ces 

translocations et des anomalies de méthylation de  l’ADN spermatique chez  le porc. C’est 

sur  cette  thématique que  j’ai  réalisé un  travail expérimental dans  le  cadre du master 2 

recherche Gènes, Cellules et Développement de l’Université Paul Sabatier et de ma thèse 

de médecine. 



31	
	

2. Travaux de thèse d’A. Congras au sein de l’équipe GenPhySE (UMR 1388 

INRA‐ENVT) 

 

L’étude  de  la méthylation  d’une  sélection  de  gènes  soumis  à  empreinte  parentale 

dans  les cellules germinales de porcs à qualité de semence dégradée a  fait  l’objet d’une 

thèse  scientifique  au  sein  de mon  équipe  d’accueil  (79).  Les  résultats  de  ce  travail,  le 

premier sur  le  thème de  la méthylation de  l’ADN dans  les cellules spermatiques en  lien 

avec  les anomalies du spermogramme dans  l’espèce porcine, a été  le point de départ de 

mon projet de recherche. 

Dans cette étude, A. Congras a comparé la méthylation de l’ADN pour 38 loci soumis à 

empreinte  parentale,  parmi  lesquels  les  gènes  dont  la  méthylation  a  été  le  plus 

fréquemment  étudiés  chez  l’Homme  en  lien  avec  l’infertilité  (notamment  H19/IGF2, 

MEST,  PEG3)  dans  la  semence  de  12  porcs  dont  certains  étaient  fertiles  et  d’autres 

infertiles. Elle a mis en évidence un DMR au niveau du  locus multigénique GNAS pour 3 

porcs infertiles (figure 7) : l’animal n°1746 qui est porteur d’une translocation réciproque 

t(13 ;17)  et  présente  une  asthénotératospermie  (AT),  l’animal  n°1948  qui  est  porteur 

d’une translocation réciproque t(1 ;14) (caryotypes de ces deux animaux : annexes 4 et 5) 

et présente une oligoasthénotératospermie (OAT) et l’animal n°2861 au caryotype normal 

et qui présente une tératospermie (T) (tableau 1). 

Le locus GNAS est soumis à empreinte parentale et comprend différents transcrits : le 

transcrit  codant  NESP55  est  exprimé  sur  l’allèle  maternel,  les  différentes  formes  du 

transcrit  codant GNASXL  (ou  XLAS)  ainsi  que  le  transcrit  non‐codant  1A  (ou A/B)  et  le 

transcrit non‐codant antisens AS  (ou NESPAS)  sont exprimés  sur  l’allèle paternel,  tandis 

que  le  transcrit  codant Gsα  (ou GNAS)  est  d’expression  biallélique  dans  la  plupart  des 

tissus. Les 4 principaux transcrits, NESP55, GNASXL, 1A et Gsα, sont produits à partir de 

promoteurs alternatifs et d’un épissage alternatif de quatre premiers exons uniques, et 

partagent les exons 2 à 13 (figure 8). 
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Figure 8:  représentation  schématique  du  locus  soumis  à  empreinte  GNAS  chez  la  souris  (adapté  de 
Peters  and  Williamson,  2007(80)).  Les  carrés  noirs  représentent  les  premiers  exons  des  transcrits 
codants  et  les  carrés  hachurés  les  premiers  exons  des  transcrits  non  codants.  La  méthylation 
différentielle entre allèle paternel et maternel est indiqué par le signe +.  

 
 
 
 
 

2861:	38,XY	

 

1948:	38,XY,t(1;14)	

 

1746:	38,XY,t(13;17) 

Figure 7: niveau de méthylation au locus NESP55 d’un groupe contrôle de porcs fertiles (ligne noire) et 
de 8 porcs  infertiles à qualité de semence dégradée  (lignes colorées), déterminé par pyroséquençage 
après conversion bisulfite de l’ADN. Les résultats correspondent à la moyenne de 2 expériences (adapté 
de Congras et al., 2014). 
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Notablement, Gsα code pour la sous‐unité α de la protéine G stimulatrice, tandis que les 

transcrits non‐codants  jouent un  rôle majeur dans  le maintien de  l’empreinte du  locus. 

GNAS est impliqué dans le métabolisme des graisses et des sucres, la thermorégulation et 

la succion (81), et joue un rôle majeur dans la croissance fœtale (82). Des mutations de ce 

gène  sont  impliquées  chez  l’Homme  dans  plusieurs  maladies  du  système  endocrine 

comme  le syndrome de McCune‐Albright, des  tumeurs endocrines,  la dysplasie  fibreuse 

polyostotique  (mutations  activatrices),  des  pseudohypoparathyroïdies,  l’hétéroplasie 

osseuse  progressive  (mutations  inactivatrices)  et  des  macro‐adénomes  hypohysaires 

ACTH‐indépendants sécrétant la GH (mutations somatiques) (83).  

Ces  travaux  ont  également  retrouvé  une  altération  de  l’expression  des  différents 

transcrits de GNAS chez les 3 individus porteurs du DMR sur ce locus (figure 9). Bien que 

des anomalies de méthylation de nombreux gènes soumis à empreinte aient été  liées à 

des  anomalies  du  spermogramme  chez  l’Homme,  ces  résultats  sont  les  premiers 

établissant un  lien entre une anomalie de méthylation au niveau du  locus GNAS et des 

altérations  du  spermogramme,  et  a  fortiori  dans  l’espèce  porcine.  Il  est  par  ailleurs 

intéressant de noter que parmi  les trois porcs présentant ce DMR, on retrouve  les deux 

seuls porcs à qualité de semence dégradée porteurs d’une translocation chromosomique 

réciproque de la cohorte (annexes 4 et 5). Cet élément pose la question d’une éventuelle 

relation entre le phénomène épigénétique d’inactivation méiotique de la chromatine non‐

appariée  qui  existe  chez  les  porteurs  de  translocation  chromosomique,  et  la  survenue 

d’anomalies de méthylation de  l’ADN dans  les cellules germinales de ces animaux, ainsi 

que de  leurs conséquences éventuelles sur  l’expression génique et  la gamétogenèse. En 

effet  le MSUC aboutit à une hétérochromatinisation et une répression transcriptionnelle 

de la région touchée qui pourrait passer par des modifications de la méthylation de l’ADN, 

ce qui serait  intéressant puisque des anomalies de méthylation sont déjà connues pour 

leur association avec des anomalies du spermogramme chez l’Homme en dehors de tout 

remaniement chromosomique.  
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Figure 9: niveau d’expression des principaux transcrits du locus GNAS déterminé par PCR quantitative pour 
un groupe contrôle  fertile constitué de porcs  fertiles et  infertiles non‐porteurs du DMR sur GNAS et d’un 
groupe constitué des 3 porcs infertiles porteurs du DMR sur GNAS (adapté de Congras et al., 2014). 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Groupe	contrôle	
	
	
 

Groupe	méthylation	
de	GNAS	altérée	
(1746,	1948	et	
2861) 
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Etude	de	la	méthylation	de	l’ADN	et	de	l’expression	génique	chez	des	

porcs	à	qualité	de	semence	dégradée	en	lien	avec	la	présence	d’une	

translocation	chromosomique	réciproque	équilibrée	

I. Objectifs de l’étude 
 

Nous nous sommes donc intéressés au lien possible entre la découverte d’anomalies 

de  la méthylation  de  l’ADN  dans  les  cellules  spermatiques  de  deux  animaux  infertiles 

porteurs  de  translocations  réciproques  (84),  et  le  déclenchement  du  phénomène  de 

MSUC  avec  inactivation  transcriptionnelle  des  régions  concernées  dans  les  cellules 

germinales de ces animaux transloqués. Pour cela nous avons étudié ces mêmes individus 

par 3 approches complémentaires :  l’étude de  la méthylation sur  l’ensemble du génome 

dans  les  cellules  spermatiques,  l’étude  du  transcriptome  dans  le  tissu  testiculaire,  et 

l’étude microscopique  en  fluorescence  in  situ  dans  les  spermatocytes  du MSUC  et  de 

l’activité  transcriptionnelle  autour d’un point de  cassure  chez un  animal  transloqué. Ce 

travail présentait trois objectifs principaux : 

‐ Etendre  à  l’échelle du  génome  entier  l’étude des différences de méthylation de 

l’ADN entre des animaux à qualité de semence dégradée présentant déjà un DMR 

commun et des animaux fertiles, et chercher les conséquences transcriptionnelles 

des éventuelles anomalies de méthylation mises en évidence 

‐ Etudier la transcription des gènes situés à proximité des points de cassure dans les 

cellules germinales des deux porcs à qualité de semence dégradée porteurs d’une 

translocation réciproque, et mettre en relation ces résultats avec l’appariement et 

l’extension du phénomène de MSUC aux chromosomes transloqués au cours de la 

méiose chez ces animaux 

‐ Rechercher une relation de causalité entre les anomalies de la méthylation consta‐

tées,  l’extension  du  phénomène  de  MSUC  aux  chromosomes  transloqués  et 

l’expression génique chez  les deux animaux à  la  spermatogenèse altérée et por‐

teurs de translocation chromosomique. 
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Figure 10A: schéma représentant la première partie de la stratégie expérimentale du projet. DMR : région 
différentiellement méthylée. T : animal porteur d’une translocation chromosomique réciproque 
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Figure 10B: schéma représentant la seconde partie de la stratégie expérimentale du projet. DMR : région 
différentiellement méthylée. T : animal porteur d’une translocation chromosomique réciproque 
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II. Méthodologie 

1. Stratégie expérimentale (figure 10) 

a. Etude cellulaire par hybridation in situ en fluorescence (FISH) 
 

Nous  avons  étudié  par  FISH  le  tissu  testiculaire  de  l’animal  1948  portant  la 

translocation réciproque t(1 ;14). En effet l’appariement des chromosomes impliqués dans 

la translocation de cet animal avaient précédemment été étudié par  immunolocalisation 

et FISH au sein du  laboratoire (Barasc et al., travaux non‐publiés), montrant  la formation 

d’un quadrivalent dans 70% des 284 spermatocytes étudiés et d’un trivalent + univalent 

(der14)  dans  30%  des  spermatocytes.  11%  des  quadrivalents  colocalisaient  avec  le 

bivalent  sexuel  (région  ɣH2AX positive), démontrant  l’existence d’un  asynapsis. Dans  le 

second  cas  de  figure,  l’association  de  l’univalent  (der14)  au  bivalent  XY  était  comme 

attendu très fréquente (77%) (figure 11). 

 

 

Figure 11: représentation schématique de l’appariement des chromosomes transloqués de l’animal 1948 
t(1 ;14) et leur association avec la région d’inactivation transcriptionnelle de la chromatine non‐appariée 
des chromosomes X et Y. 

 

Les chromosomes transloqués présentant un fréquent mésappariement au cours du stade 

pachytène  de  la  prophase  I,  nous  avons  recherché  par  RNA‐  et  DNA‐FISH  sur  cellules 

testiculaires  l’existence  d’une  inactivation  transcriptionnelle  des  gènes  de  la  région  du 

point  de  cassure  du  chromosome  14  à  ce même  stade.  Ces  résultats  ont  ensuite  été 

confrontés à ceux obtenus par PCR quantitative (qPCR). 
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b. MeDIP‐seq 
 

Le MeDIP‐seq  (Methylated DNA  ImmunoPrecipitation  followed by Sequencing,  (85)) 

permet  d’étudier  la méthylation  de  l’ADN  à  l’échelle  du  génome  entier.  Il  est  basé  sur 

l’enrichissement de  l’ADN méthylé par  immunoprécipitation  grâce  à des  anticorps  anti‐ 

méthylcytosines,  puis  le  séquençage  haut  débit  de  la  fraction  d’ADN  obtenue.  La 

quantification  du  nombre  de  lectures  obtenues  pour  chaque  portion  du  génome 

séquencée permet de déduire son niveau de méthylation.  

Nous  avons  choisi  d’étudier  par  cette  technique  la  méthylation  de  l’ADN  de  cellules 

spermatiques  des  3  animaux  présentant  des  anomalies  de méthylation  du  locus GNAS 

(84), qui  forment  le groupe DMR GNAS  (animaux 1746, 1948 et 2861), et de 3 animaux 

fertiles du groupe contrôle fertile (755, 1662 et 5812) (Tableau 1). L’analyse des données 

de MeDIP‐seq a permis d’identifier de nombreux DMR dont nous n’avons retenu dans un 

  Désignation 
de l’animal 

Spermogramme  Caryotype  Race 
G
ro
u
p
e 
 D
M
R
 

G
N
A
S 

1746  Asthéno‐tératospermie  38, XY trcp(13;17)  Pietrain 

1948 
Oligo‐asthéno‐
tératospermie 

38, XY trcp(1;14)  GP1062* 

2861  Tératospermie  38, XY  Pietrain 

G
ro
u
p
e 
co
n
tr
ô
le
 

fe
rt
ile

 

755  Normal  38, XY  Large White 

1662  Normal  38, XY  Pietrain 

5812  Normal  38, XY  Large White 

7035  Normal  38, XY trcp(3;4)  Large White 

G
ro
u
p
e 
co
n
tr
ô
le
 in
fe
rt
ile

  1857  Asthéno‐tératospermie  38, XY  Pietrain 

2872  Oligospermie  38, XY  Pietrain 

3462  Asthéno‐tératospermie  38, XY  P76* 

4223  Oligospermie  38, XY  Pietrain 

5363  Asthénospermie  38, XY  Large White 

Tableau 1 : Caractéristiques des animaux de l’étude.                                                                    

* Lignées synthétiques commerciales, trcp : translocation réciproque 
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premier temps que ceux présents chez au moins 2 des 3 individus du groupe DMR GNAS 

versus  l’ensemble des 3  témoins. Parmi ces régions, seuls  les DMR correspondant à des 

gènes ou des promoteurs de gènes connus chez  le porc ou à des homologues de gènes 

connus  dans  d’autres  espèces  de  mammifères  ont  été  sélectionnées  pour  validation 

directe par pyroséquençage (annexe 1).  

Dans  un  second  temps,  nous  sommes  repartis  de  l’ensemble  des  DMR  identifiés  en 

MeDIP‐seq,  que  ceux‐ci  soient  communs  ou  non  à  plusieurs  animaux  du  groupe DMR 

GNAS, et avons comparé ces résultats avec ceux obtenus par la technique RRBS. 

c. RRBS 
 

La technique de RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing, (86)) est basée 

sur  la digestion enzymatique de  l’ADN  génomique,  l’ajout d’adaptateurs de  séquençage 

aux deux extrémités des  fragments ainsi  formés, puis une purification pour sélectionner 

les  fragments  de  petite  taille  (200‐300  bp). Après  conversion  bisulfite  transformant  en 

uracils les cytosines non‐méthylées, puis amplification par PCR qui convertit ces uracils en 

thymines,  l’ADN  est  analysé  par  séquençage  haut  débit  et  le  ratio  cytosine/thymine 

détermine  le pourcentage de méthylation pour chaque CpG étudié. Le RRBS permet une 

analyse quantitative et base‐spécifique de la méthylation de l’ADN sur une petite partie du 

génome (moins de 10%) mais très  informative car contenant une grande partie des  îlots 

CpG (autour de 70% par estimation in silico).  

Nous  avons  croisé  les  données  de  RRBS  avec  celles  de  MeDIP‐seq  en  calculant  les 

moyennes des valeurs de RRBS pour chaque DMR identifié en MeDIP‐seq et pour chaque 

animal,  puis  sélectionné  ceux  présentant  des  gains  de  méthylation  statistiquement 

significatifs (test‐t de Student, p<0.05) en RRBS chez les 3 animaux du groupe DMR GNAS 

par  rapport à 2 animaux  contrôles  fertiles  (755 et 1662)  (annexe 2).  Les DMR avec des 

données de RRBS manquantes pour un ou plus des 5 animaux ont été exclus de l’analyse. 

d. Validation des DMR par pyroséquençage après conversion bisulfite 
 

Nous avons ensuite analysé  l’ensemble des DMR  identifiés selon  la stratégie décrite 

précédemment  sur  un  panel  plus  large  d’animaux  par  conversion  bisulfite  et 

pyroséquençage  de  l’ADN  spermatique  (87). Dans  cette  technique,  après  une  étape  de 

conversion  bisulfite  qui  transforme  les  cytosines  non‐méthylées  en  uracils,  l’ADN  est 
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amplifié  par  PCR  conventionnelle,  ce  qui  convertit  les  uracils  en  thymines.  Le 

pyroséquençage est ensuite réalisé, il correspond à l’ajout d’une série de nucléotides dans 

un ordre dépendant de  la séquence à analyser, et dont  l’incorporation est détectée par 

enregistrement  d’un  signal  lumineux  émis  par  libération  d’un  pyrophosphate.  Pour 

chaque position CpG,  le ratio d’intensité    lumineuse cytosine/thymine détermine  le taux 

de méthylation.   Cette  technique est  idéale pour valider des DMR mis en évidence par 

séquençage  haut‐débit  puisqu’elle  permet  une  mesure  quantitative  et  résolutive  à 

l’échelle  d’un  CpG,  rapide  (résultat  en  1  à  2  heures)  et  sur  une  centaine  de  bases 

(quelques CpG) au maximum. 

Nous  avons  inclus  dans  cette  analyse  6  animaux  supplémentaires  dont  1  verrat  fertile 

porteur d’une  translocation  (groupe  contrôle  fertile) et 5  verrats  à qualité de  semence 

dégradée mais à caryotype normal et ne présentant pas une hyperméthylation du  locus 

GNAS (groupe contrôle infertile) (tableau 1).  

e. Mesure des niveaux d’expression génique testiculaire 
 

Pour l’étude de l’expression génique dans les cellules testiculaires, nous avons adopté 

une approche gène‐candidat.  

Concernant  les  translocations  chromosomiques  nous  avons  choisi  d’étudier  les  gènes 

situés  dans  un  intervalle  de  1  Mb  autour  du  point  de  cassure  des  chromosomes 

transloqués  chez  les  deux  animaux  transloqués  infertiles  (chromosome  1  et  14  pour 

l’animal 1948 et  chromosome 17 pour  l’animal 1746)  (annexe 3).  Les points de  cassure 

avaient été localisés précédemment par array painting (88) sur une puce pan‐génomique 

de 4,2 millions de sondes (Nimblegen) à partir des chromosomes dérivés microdisséqués, 

à  l’exception du point de cassure situé sur  le chromosome 13 (animal 1746) pour  lequel 

cette analyse n’avait pas pu être faite (point de cassure trop proche du centromère).  

Concernant l’étude des DMR, nous avons choisi d’étudier l’expression : 

‐ Du gène sur lequel se trouve le DMR lorsque c’est un gène connu référencé dans la 

base de données Ensembl 

‐ Du gène Ensembl  le plus proche du DMR  (dans un  intervalle maximum de 1Mb) 

dans  les autres cas, dans  l’hypothèse où  la région du DMR serait  localisée sur un 

promoteur ou un enhancer régulant l’expression de ce gène 
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2. Matériel et méthodes 

a. Animaux  étudiés 
 

Nous avons étudié 3 porcs infertiles (groupe DMR GNAS) présentant une altération de 

la méthylation de  l’ADN au niveau du  locus soumis à empreinte GNAS, mise en évidence 

au  cours des  travaux de  thèse d’Annabelle Congras dans  le  laboratoire  (84).  Les  autres 

porcs  de  l’étude  sont  4  porcs  fertiles  (groupe  contrôle  fertile)  et  5  porcs  infertiles  ne 

présentant  pas  d’anomalie  de méthylation  au  niveau  du locus  GNAS  (groupe  contrôle 

infertile)  (tableau 1). L’ensemble de ces animaux provient de  l’unité expérimentale  INRA 

UEICP Genesi de Rouillé. 

b. Tissus étudiés 

i. Sperme 
 

Le sperme des animaux a été recueilli au sein de  l’unité de Rouillé, sa qualité a été 

évaluée par étude de  la couleur, du volume, de  la morphologie, de  la motilité et de  la 

concentration en spermatozoïdes. L’ADN spermatique a été extrait par lyse cellulaire sui‐

vie d’une purification par solution de phénol/chloroforme/alcool  isoamylique puis préci‐

pité et lavé à l’éthanol 70%. Le culot d’ADN était alors repris et dilué dans du tampon TE. 

La quantité d’ADN obtenue était mesurée par spectrométrie au NanodropTM 1000. Nous 

avons utilisé cet ADN pour les analyses de MeDIP‐seq et de pyroséquençage. 

ii. Biopsies testiculaires 
 

Des prélèvements de tissu testiculaire ont été recueillis par castration chirurgicale sur 

le site de Rouillé, puis cryoconservés dans l’azote liquide. Nous avons extrait l’ARN de ces 

tissus par méthode au Trizol avec les colonnes du kit Nucleospin RNA II (Macherey‐Nagel). 

Après contrôle de sa qualité et de sa quantité, nous avons converti cet ARN en ADNc à 

l’aide  des  réactifs  du  kit  SuperScript  II  Reverse  Transcriptase  (Invitrogen)  selon  les 

instructions du fournisseur. L’ADNc ainsi obtenu a été employé dans  les analyses de PCR 

quantitative. 

iii. Spermatogonies et spermatocytes triés par FACS 
 

Nous  avons  tenté  d’extraire  et  de marquer  les  spermatocytes  et  spermatogonies 

extraits  de  biopsies  testiculaires  avec  des  anticorps  dirigés  contre  les  complexes 
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synaptonémaux  (anticorps  anti‐SCP1  et  anti‐SCP3)  et  des  anticorps  dirigés  contre  des 

protéines  nucléaires  (anticorps  anti‐OCT4  et  anti‐SALL4).  Nous  avons  pour  cela  testé 

différents protocoles adaptés de ceux décrits sur modèle murin (89)(90) qui avaient pour 

étapes  communes  la  dilacération  du  tissu,  puis  sa  digestion  enzymatique  dans  du  PBS 

additionné de collagénase, DNAse et/ou trypsine. Après récupération du culot cellulaire, 

celui‐ci était  incubé dans du PBS en présence des anticorps primaires et de Tween qui 

perméabilise  les membranes  cellulaire. Après  lavage,  une  nouvelle  incubation  du  culot 

cellulaire en présence des anticorps secondaires était réalisée  (anticorps anti‐rabbit vert 

et anti‐mouse rouge). Après nouveau  lavage,  le culot obtenu était repris dans du PBS et 

son contenu était analysé au microscope pour contrôler la présence de spermatocytes et 

spermatogonies  et  l’absence  d’agrégats  avant  transfert  au  plateau  technique  de 

cytométrie et tri cellulaire de l’UMR INSERM 1048 (Institut des Maladies Métaboliques et 

Cardiovasculaires) de Rangueil. 

c. Comparaison du méthylome spermatique des porcs infertiles et contrôles  
 

i. MeDIP‐seq 
 

Le MeDIP‐seq a été réalisé en triplicats expérimentaux sur  l’ADN spermatique des 6 

animaux  (3 contrôles  fertiles et  les 3  infertiles du groupe DMR GNAS) par  la Plateforme 

Génomique de Toulouse GeT‐PlaGe, sur séquenceur haut débit HiSeq 2000 (Illumina). Les 

résultats de MeDIP‐seq des animaux de ces deux groupes ont été comparés à  l’aide du 

package MEDIPS (programme R) (91). 

 

ii. RRBS 

Les données de RRBS ont été obtenues par l’équipe de Michael Weber de l’Institut de 

Recherche de  l’Ecole de Biotechnologies de Strasbourg sur  le sperme des 3 animaux du 

groupe DMR GNAS et de 2 animaux du groupe contrôle fertile (755 et 1662). 

Les comparaisons des moyennes de score RRBS entre animaux ont été réalisées par des 

tests de Student avec homogénéité des variances (testée par un test de Fisher). 

 

iii. Pyroséquençage 

Nous  avons  dessiné  les  3  amorces  nécessaires  au  pyroséquençage  (deux  amorces 

d’amplification et une amorce de séquençage) avec le logiciel PyromarkAssay Design 2.0. 
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Le nombre de CpG étudiés pour  chaque DMR  allait de 3  à 10  selon  les possibilités de 

dessin d’amorces offertes par la séquence génomique concernée.  

Nous  avons  effectué  la  conversion  bisulfite  sur  500ng  d’ADN  génomique  avec  le 

MethylEdge  Bisulfite  Convertion  kit  de  Promega.  L’amplification  a  été  réalisée  par  PCR 

conventionnelle (95°C 15mn ; 45 cycles : 94°C 30s, 56°C 30s, 72°C 30s ; 72°C 10mn) puis 

contrôlée par électrophorèse sur gel d’agarose. 

Le  pyroséquençage  comprend  une  étape  de  fixation  des  amplicons  à  des  billes  de 

sépharose (pour chaque région étudiée, une des amorces d’amplification est biotynilée en 

5’ pour permettre cette  fixation) suivie du  lavage et de  la dénaturation des produits de 

PCR  sur  la  station  de  travail  du  PyroMark  Q24,  puis  du  couplage  à  l’amorce  de 

séquençage, le produit final étant pyroséquencé en présence des réactifs du kit Pyromark 

Gold Reagents sur l’appareil Pyromark Q24 de Qiagen. Le pyrogramme obtenu est analysé 

sur  le  logiciel  du  Pyromark  Q24  et  donne  un  résultat  sous  forme  de  pourcentage  de 

méthylation de chaque CpG étudié. 

d. Etude du transcriptome spermatique des gènes d’intérêt  par qPCR  
 

Nous avons dessiné  les amorces de qPCR dans  les  régions d’intérêt avec  le  logiciel 

Primer‐BLAST, et  les  avons  testées par PCR  conventionnelle  sur un ADNc  témoin. Nous 

avons ensuite évalué  leur efficacité et  leur spécificité par qPCR suivie d’une cinétique de 

fusion  sur  une  série  de  dilutions  (1/20,  1/40,  1/60,  1/100)  en  utilisant  le même ADNc 

témoin.  Cette  validation  a  été  réalisée  sur  la  plateforme  GeT‐PlaGe  (INRA,  site  de 

Castanet‐Tolosan)  avec  l’appareil  LightCycler  480  de  Roche  et  le  FastStart  SYBR  Green 

Master mix de Roche.  

Nous  avons  ensuite mesuré  les  niveaux  d’expression  des  gènes  candidats  dont  les 

amorces étaient validées  sur des ADNc produits à partir d’ARN  totaux  issus de biopsies 

testiculaires pour les 2 verrats infertiles transloqués avec DMR sur GNAS (1746 et 1948), 2 

verrats du groupe contrôle infertile (1857 et 5363), et 2 verrats du groupe contrôle fertile 

(755 et 7035) qui ont  servi de  référence pour  la  réalisation des  tests  statistiques. Nous 

avons  réalisé  les mesures  en  triplicat  pour  chaque  échantillon  et  avons  effectué  une 

deuxième quantification pour valider certains gènes dont le premier dosage indiquait une 

sur‐ ou une  sous‐expression  chez  l’animal ou  les  animaux  concerné(s)  (porteur(s) de  la 

translocation ou du DMR  correspondant  au  gène).  Les  comparaisons entre  animaux ou 
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entre groupe d’animaux ont été réalisées par des tests de Student, en prenant en compte 

l’homogénéité des variances. Ces analyses ont été  réalisées  sur  la plateforme GeT‐TRIX 

(INRA, site de St Martin‐du‐Touch) avec  l’appareil ViiA™ 7 Real‐Time PCR System de Life 

Technologies. 

Nous avons utilisé les gènes de ménage TBP (TATA box‐binding protein), ACTB (Actin‐

β) et  le  gène marqueur des  spermatogonies OCT4  (Octamer‐binding protein 4)  comme 

gènes de référence. 

e. Etude cellulaire de l’expression génique par FISH et immunomarquage 

i. Préparation des sondes de FISH 
 

Les  sondes  ont  été marquées  en Random Priming  (kit Bioprime  Life  technologies). 

Pour  cela,  nous  avons  dénaturé  à  100°C  pendant  5 mn  en  présence  d’amorces  non‐

spécifiques  la  sonde  Cot‐RNA  et  la  sonde  BAC  PERV  qui  marque  la  région  péri‐

centromèrique du  bras q du chromosome 14 porcin, puis les avons marquées avec de la 

biotine pour la sonde Cot‐RNA et de la biotine ou de la digoxigénine pour la sonde PERV 

par incubation à 37°C sur la journée. Après centrifugation et lavages à l’éthanol, les culots 

ont été additionnés de milieu d’hybridation et incubés la journée à 37°C.  Les sondes ont 

été ensuite conservées à ‐20°C. 

ii. Préparation des lames 

RNA‐FISH et immunomarquage 
 

Des  biopsies  testiculaires  de  l’animal  transloqué  t(1;14)  ont  été  décongelées  puis 

dilacérées  au  scalpel  sur  glace  dans  du  milieu  de  culture  RPMI.  Après  5  mn  de 

sédimentation le surnageant a été centrifugé et le culot a ensuite été étalé sur lame puis 

fixé  au  formaldéhyde,  lavé  et marqué  successivement  avec  les  anticorps  primaires  et 

secondaires (Cot‐biotine, streptavidine conjuguée à Alexa fluor 594, et anti‐streptavidine 

conjugué  au  Texas Red pour  visualiser  l’ARN  ;  anti‐γH2AX et  IgG  anti‐souris  conjugué  à 

Alexa 488 pour visualiser  la/les zone(s)  ɣH2AX positive(s) ; PERV‐biotine et streptavidine 

conjuguée  à  Alexa  fluor  594  pour  visualiser  l’ARN  de  PERV).  Le  protocole  utilisé  a  été 

précédemment  décrit  en  détail  (92).  50  noyaux  de  spermatocytes  ont  été  capturés  au 

microscope à l’aide du logiciel Cytovision. 
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DNA‐FISH 
 

Après  rinçage  au  PBS+Tween,  déshydratation  à  l’éthanol  et  dénaturation  dans  une 

solution de formamide à 70%, les lames préalablement utilisées pour la RNA‐FISH ont été 

hybridées  successivement avec  la  sonde PERV‐digoxigénine puis avec un anticorps anti‐

digoxigénine FITC. Après lavage au PBS+Tween, les lames ont été montées au Vectashield 

avec Dapi et les 50 noyaux précédemment analysés en RNA‐FISH ont été relocalisés et la 

fluorescence correspondant à la sonde PERV capturée et superposée aux images de RNA‐

FISH.  

III. Résultats 

1. Mise au point d’une méthode de préparation des tissus au tri cellulaire 
 

  Malgré  de  nombreuses  tentatives  d’adaptation  de  protocoles  de  tri  de 

spermatocytes à partir de  tissu  testiculaire sur modèle murin  (89)(90) nous ne sommes 

pas  parvenus  à  obtenir  une  suspension  cellulaire  qualitativement  et  quantitativement 

satisfaisante pour permettre  la réalisation d’un tri des spermatocytes et spermatogonies 

par FACS à partir des biopsies testiculaires dont nous disposions. La cryoconservation des 

biopsies  dans  l’azote  liquide  à  ‐80°C  est  probablement  à  l’origine  d’une  lyse  cellulaire 

importante  entraînant  la  coagulation  quasi‐systématique  de  la  suspension  cellulaire 

obtenue, malgré l’utilisation d’enzymes telles que la DNAse et la collagénase IV, de filtres 

et l’agitation permanente de la suspension cellulaire au cours de la préparation. 

 

2. Etude d’expression par FISH de la région localisée autour du point de 
cassure du chromosome 14 de l’animal t(1 ;14)  

 

L’analyse microscopique des spermatocytes en première division méiotique marqués 

par RNA‐ et DNA‐FISH a montré comme attendu  l’absence de signal Cot RNA (spécifique 

des  régions  répétées  sur  l’ensemble  du  génome,  marqueur  global  de  l’activité 

transcriptionnelle) et donc d’activité  transcriptionnelle dans  les  régions  γH2AX positives 

(régions soumises au phénomène de MSUC) dans 100% des 50 noyaux étudiés (figure 12). 

Par  ailleurs  dans  50%  des  cellules  la  région  du  point  de  cassure  du  chromosome  14 

(étudiée par  la sonde PERV) se situait partiellement  (28%) ou  totalement  (22%) dans  la 

zone  γH2AX  positive,  ce  qui  confirme  l’hypothèse  d’une  localisation  des  régions 
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transloquées mal appariées au  cours de  la méiose dans  la  zone  γH2AX positive,  ce qui 

traduit l’extension de la zone de MSUC au‐delà des chromosomes sexuels.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  12:  analyse du  statut  transcriptionnel des  spermatocytes de  l’animal  t(1;14) par Cot‐RNA  FISH 
avec marquage de la région génomique du point de cassure du chromosome 14 par la sonde BAC PERV. 
Noyaux  dans  lesquels  la  sonde  PERV  est  A‐  en  dehors  de  B‐  complètement  incluse  C‐  partiellement 
incluse dans la zone d’inactivation transcriptionnelle ɣH2AX positive. 
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Nous  avons  ensuite  étudié  la  transcription  de  gènes  situés  dans  la  région  du  point  de 

cassure du  chromosome  14  en marquant  l’ARN  correspondant  à  la  sonde PERV  (sonde 

BAC péricentromérique du chromosome 14). Ce marquage RNA‐FISH a été couplé à de la 

DNA‐FISH pour PERV de manière à établir un lien de causalité entre la présence de PERV 

dans  la région γH2AX positive et  la répression transcriptionnelle de PERV (figure 13). Sur 

42 noyaux  étudiés,  18  (42,9%) présentaient une  colocalisation de  l’ADN de PERV  et de 

γH2AX  avec  absence  de  signal  ARN‐PERV  et  17  (40,5%)  ne  présentaient  pas  de 

colocalisation de  l’ADN de PERV et de γH2AX mais une colocalisation des signaux ADN et 

ARN de la sonde PERV. Ceci conforte l’hypothèse d’une inactivation transcriptionnelle des 

régions transloquées mal appariées au cours de la méiose due au phénomène de MSUC. 

 

 

 

 

 

 
 
 

Ces résultats nous ont amené à proposer l’hypothèse que les gènes situés à proximité des 

points de  cassures de  la  translocation pourraient être  transcriptionnellement  inactifs et 

présenter des marques épigénétiques particulières. Ces deux aspects ont donc été étudiés 

plus en détail en analysant  le méthylome spermatique  issus de ces animaux ainsi que  le 

profil d’expression à proximité des points de cassure. 

 

Figure 13: analyse par RNA‐ et DNA‐FISH avec  la sonde BAC PERV de  la  région du point de cassure du 
chromosome  14  des  spermatocytes  de  l’animal  t(1;14). A‐ ADN‐PERV  dans  la  zone  ɣH2AX  positive  et 
absence de  signal ARN‐PERV B‐ ADN‐PERV en dehors de  la  zone  ɣH2AX positive et présence de  signal 
ARN‐PERV superposé au signal ADN‐PERV. 
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3. Etude de la méthylation de l’ADN spermatique sur l’ensemble du génome 

a. Analyses des données de MeDIP‐seq et de RRBS 
 

Les données de MeDIP‐seq ont été analysées à la recherche de DMR entre 3 animaux 

contrôles fertiles et les 3 animaux infertiles porteurs du DMR sur GNAS (tableau 2). Nous 

avons ainsi  identifié pour  les animaux 2861, 1948 et 1746  respectivement 260, 1023 et 

175  DMR  correspondant  à  des  gains  de  méthylation  et  seulement  5,  2  et  5  DMR 

correspondant  à  des  pertes  de méthylation.  La  totalité  des  DMR  identifiés  représente 

414929  pb  soit  0,013%  de  la  totalité  du  génome,  ce  qui  corrobore  les  analyses  faites 

précédemment au laboratoire et chez l’Homme montrant l’absence d’altération du niveau 

global de méthylation de  l’ADN chez  les  individus  infertiles  (84)(93)(94). Par ailleurs, 1% 

des DMR  correspondent  à  des  CNV  (Copy Number Variants  ou  variants  du  nombre  de 

copies) identifiés par CGH‐array chez les animaux étudiés mais aucun n’est commun aux 3 

animaux,  ce  qui  conforte  l’hypothèse  que  les  DMR  communs  entre  ces  animaux  ne 

correspondent pas à des polymorphismes du nombre de copies des régions concernées.      

Parmi  l’ensemble des DMR mis en évidence grâce à  l’analyse des données de MeDIP‐seq 

par MEDIPS, seuls 38 étaient communs aux 3 animaux du groupe DMR GNAS. Par ailleurs 

l’analyse a retrouvé le DMR préalablement mis en évidence sur le locus GNAS, ce qui nous 

a permis de valider à la fois notre approche expérimentale et notre méthode d’analyse. 

A partir des données de MeDIP‐seq, nous avons ensuite sélectionné pour leur localisation 

au  niveau  de  gènes  ou  de  prédictions  de  gènes  10 DMR  communs  aux  3  animaux  du 

groupe  DMR  GNAS  sur  les  38  existants  (régions  qui  présentaient  une  différence  de 

méthylation entre les 3 animaux du groupe DMR GNAS et les 3 contrôles fertiles) (annexe 

1). L’ensemble de ces DMR correspondaient à un gain de méthylation chez les animaux du 

groupe DMR GNAS.   

Ultérieurement, suite à l’obtention des données de RRBS, nous avons pu sélectionner 

8  nouveaux  DMR  dont  les  niveaux  de méthylation  étaient  significativement  différents 

entre le groupe contrôle fertile et le groupe DMR GNAS  par les deux approches haut débit 

(RRBS et MeDIP‐seq) (tableau 3, annexe 2). Ces DMR sont situés dans des prédictions de 

gènes  Genscan  ou  Ensembl.  Cette  analyse  a  mis  en  évidence  une  différence  de 

méthylation entre les 2 groupes pour seulement 0,16% des séquences étudiées, mais elle 

a cependant confirmé les DMR localisés sur les loci GNAS et ARPC1A mis en évidence en 
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MeDIP‐seq  (annexe 6).  Là encore,  la  confirmation du DMR du  locus GNAS  constitue un 

contrôle  positif  en  faveur  d’une  bonne  sensibilité  des  deux  méthodes  utilisées.  Une 

analyse visuelle des  résultats de RRBS à  l’aide du  logiciel  IGV nous a également permis 

d’affiner  la  localisation  des  DMR  identifiés  en  MeDIP‐seq  au  niveau  des  gènes  EYS, 

ARPC1A et RUNX3.  

 

Animaux  Nombre 
de DMR 

Taille
cumulée des 
DMR (pb) 

%
génome 

DMR gain 
(taille en pb) 

DMR perte 
(taille en 

pb) 

DMR dans 
CNV (% 

CNV/DMR 
totaux) 

2861  265  75935 0.002 260 (73740) 5 (2195)  11 (4.15)
1948 t(1 ;14)  1025  291075 0.01 1023 

(290277) 
2 (798)  6 (0.58)

1746 t(13 ;17)  180  47919 0.001 175 (46225) 5 (1694)  1 (0.55)
2861+1948  107  45793 0.001 107 0  0
2861+1746  58  18042 0.0006 58 (18042) 0  0
1948+1746  75  21025 0.0007 75 (21025) 0  0

2861+1948+1746  38  12662 0.0004 38 (12662) 0  0

 

 

 

 

 

Animaux  Nombre de DMR  en 
gain couverts par le 

RRBS 

Nombre de 
DMR en perte 
couverts par le 

RRBS 

DMR validés 
(p<0.05) 

DMR sélectionnés pour 
validation en 

pyroséquençage 

1948 vs 1662  88  0 16 4 
2861 vs 1662  30  0 14 4 
1746 vs 1662  18  0 3 0 

Total  136  0 33 8 

 

 

 

Cependant  parmi  l’ensemble  des  DMR mis  en  évidence  par  ces  deux  techniques, 

aucun  n’est  localisé  à  proximité  des  points  de  cassures  étudiés  correspondant  aux 

translocations  réciproques  portées  par  les  animaux  1746  t(13 ;17)  et  1948  t(1 ;14), 

respectivement au niveau des chromosomes 17, 1 et 14. 

 

 

 

Tableau 2 : DMR mis en évidence par MeDIP‐seq chez les animaux du groupe DMR GNAS  versus les 3 animaux 
du groupe contrôle fertile (755, 1662 et 5812). 

Tableau 3 : DMR mis en évidence chez les animaux du groupe DMR GNAS  versus l’animal contrôle 1662 après 
recoupement des données de  MeDIP‐seq par les données de RRBS.  
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b. Validation des DMR par pyroséquençage 
 

  Nous sommes parvenus à dessiner des amorces de pyroséquençage efficaces pour 

7 des 10 DMR sélectionnés en MeDIP‐seq seul et 6 des 8 DMR retenus grâce à  l’analyse 

supplémentaire des données de RRBS (tableau 4).  

13 régions différentiellement méthylées ont donc été réanalysées par pyroséquençage. Le 

gain de méthylation  chez  les animaux du groupe DMR GNAS par  rapport aux  contrôles 

fertiles et  infertiles a été  confirmé pour 5 des 6 DMR mis en évidence en  couplant  les 

données de MeDIP‐seq et de RRBS, et pour seulement 2 des 7 DMR vus sur  les analyses 

de  MeDIP‐seq  seul  (figure  14).  Les  6  DMR  restants  n’ont  pas  été  validés  par  le 

pyroséquençage  (figure 15). La distribution étendue des valeurs de  taux de méthylation 

pour certain  loci  testés  induit une  interprétation plus  facile des  résultats sous  forme de 

moyenne de méthylation pour chaque groupe étudié (figures 14 et 15).    

 

 

 

 

 

 

Analyses  DMR confirmés  DMR non‐confirmés Echec pyroséquençage  Total

MeDIP‐seq 
seul 

1.1289, ARPC1A (2) 
4.2890, 12.1217, USP2, 
4.3130, SMOC2 (5) 

GRAMD1B, FARP1, 
X.2031(3) 

10 

MeDIP‐seq 
+ RRBS 

11.190, 4.2009, 13.3692, 
XYLT1, 7.1079 (5) 

7.1361 (1)  HOXC4, CHRNE (2)  8 

Total  7  6 5  18

Tableau 4 : DMR (désignés par le gène correspondant) validés par pyroséquençage chez les animaux du 
groupe DMR GNAS  versus les 4 animaux du groupe contrôle fertile et les 5 animaux du groupe contrôle 
infertile. 
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Figure 14: profils de méthylation de  2 DMR confirmés par pyroséquençage.  Niveau de méthylation pour 
chaque position CpG A‐ pour chaque individu B‐ exprimé en moyenne pour chacun des 3 groupes étudiés. 

 

Figure 15: profils de méthylation de  2 DMR non‐confirmés par pyroséquençage.  Niveau de méthylation 
pour chaque position CpG A‐ pour chaque individu B‐ exprimé en moyenne pour chacun des 3 groupes 
étudiés. 
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4. Etude transcriptionnelle par PCR quantitative à partir d’ARN testiculaires 

a. Gènes situés sur ou à proximité des DMR 
 

Nous avons étudié  l’activité  transcriptionnelle des gènes Ensembl  localisés  sur ou à 

proximité de 6 des 7 régions présentant des DMR en MeDIP‐seq (annexe 1), et de 3 des 6 

DMR supplémentaires mises en évidence en recoupant  les résultats de MeDIP‐seq et de 

RRBS (annexe 2). Nous n’avons pas étudié les gènes correspondant à des DMR dont nous 

n’avons pu tester  la méthylation par pyroséquençage. Au total, 4 gènes sur  les 9 étudiés 

étaient surexprimés chez les animaux du groupe DMR GNAS (1746, 1948) par rapport aux 

autres animaux (contrôles fertiles et/ou infertiles) (figure 16 et tableau 5). Cependant les 

niveaux de suractivation restent modérés (autour de 2). 

 

 

Animaux 
concernés 

Catégorie 

Résultat vérifié par 2nd dosage  Pas de différence 
(résultat non‐

vérifié) 

 

Différence significative  Pas de 
différence Gain  Perte 

1746, 
1948, 2861 

DMR 
MeDIP‐seq 

SNX7, 
LMO4, 
CUEDC1 

‐  ‐ 
ENSSSCG00000023

510, ARPC1A, 
SMOC2 

6 

DMR 
MeDIP‐seq 
+ RRBS 

LNX2  ‐  ‐  DYRK1A, XYLT1 
3 

1948 

Point de 
cassure     
chr. 1 

 STOM, 
GGTA1, 

ENSSSCG000
00022449 

DAB2IP  ‐  RAB14 

5 

Point de 
cassure 
chr.14 

‐  CDK20  ‐  SPIN1 
2 

1746 
Point de 
cassure     
chr. 17 

PTGIS  SLC9A8 
B4GALT5, 

ENSSSCG00000
027934 

UBE2V1, CEBPB, 
TMEM189 

7 

Total  9  4  10  23 

 

 
 
 
 
 

 

Tableau 5 : Niveaux d’expression des gènes situés sur ou à proximités des DMR (animaux 1746, 2861 et 
1746) ou au niveau des points de cassure. Les différences d’expression significatives correspondent à une p‐
valeur inférieure à 0.05 pour un test de Student réalisé entre les animaux contrôles et les animaux infertiles 
(correspondance entre DMR et gène analysé : cf annexes 1 et 2). 
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Figure 16: niveau d’expression des gènes situés sur ou à proximité des DMR et différentiellement 
exprimés chez les animaux 1746 et 1948. T‐test *0.05<p<0.01, **0.01<p<0.001, ***p<0.001 
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b. Gènes à proximité des points de cassure des translocations chromosomiques 
 

Nous avons étudié l’expression de 14 des 16 gènes Ensembl situés dans un intervalle 

d’1 Mb  autour des points de  cassure des  translocations  chromosomiques des  animaux 

1746 et 1948 (annexe 3).  

Au total, nous avons observé une répression transcriptionnelle chez  l’animal porteur 

de  la translocation (animal 1948 pour  la t(1 ;14) et 1746 pour  la t(13 ;17)) par rapport à 

l’ensemble des autres animaux testés pour 3 gènes situés respectivement à proximité de 

chacun des 3 points de cassure chromosomiques étudiés  (chromosomes 1  (DAB2IP), 14 

(CDK20)  et  17  (SLC9A8)),  tandis  que  3  et  1  gène(s)  situé(s)  respectivement  autour  des 

points de cassure des chromosomes 1 et 17 étai(en)t sur‐exprimé(s) chez l’animal porteur 

de la translocation (figure 17 et tableau 5). 

Certains DMR et gènes des points de cassure n’ont pas pu être testés car nous ne sommes 

pas parvenus à dessiner des couples d’amorces efficaces avant la rédaction de ce rapport. 
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Figure 17: niveau d’expression des gènes situés au niveau des points de cassures des translocations et 
différentiellement  exprimés  chez  l’animal  porteur  de  la  translocation  par  rapport  à  l’ensemble  des 
autres  animaux.  A‐  t(1 ;14),  animal  1948  et  B‐  t(13 ;17),  animal  1746  .  T‐test  *0.05<p<0.01, 
**0.01<p<0.001, ***p<0.001 
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IV. Discussion 

1. Validité de la stratégie expérimentale 
 

L’intérêt  de  croiser  les  données  de  deux méthodes  d’étude  de  la méthylation  par 

séquençage  haut  débit  réside  dans  les  inconvénients  intrinsèques  de  chacune  des 

méthodes : en effet  le MeDIP‐seq présente une bonne couverture du génome mais une 

mauvaise  spécificité car  il  fait  ressortir de nombreux  faux positifs qu’il est  fastidieux de 

vérifier  en  pyroséquençage  (5  faux  positifs  sur  10  DMR  testés  après  sélection  sur  les 

données de MeDIP‐seq  seul).  Le RRBS quant à  lui présente une  couverture du génome 

beaucoup plus faible, de l’ordre de 5%, mais couvre une grande partie de l’ensemble des 

CpG  (3 millions de CpG couverts dans notre analyse  sur 20 millions au  total),  il permet 

ainsi d’éliminer un certain nombre de faux positifs produits par le MeDIP‐seq. Par ailleurs 

la validité de ces deux techniques est attestée par le fait que le DMR du locus GNAS, qui 

fait ici office de contrôle positif, est retrouvé pour chacune d’elles. 

D’après  les résultats de (84), nous nous attendions à un plus grand nombre de DMR 

entre  les animaux étudiés et  les contrôles, puisque  l’étude de 38  loci par MeDIP‐qPCR a 

mis  en  évidence  dans  leur  étude  un  DMR  au  niveau  du  locus  GNAS  confirmé  par 

pyroséquençage. Le MeDIP‐seq de qualité moyenne pour l’animal 1746 explique en partie 

la perte d’information pour  l’ensemble de  l’analyse comparative, mais  la raison majeure 

est  probablement  que  peu  de  régions  sont  différentiellement  méthylées  dans  l’ADN 

spermatique de ces animaux. 

Nous n’avons pas développé de puce à ADN bien que celles‐ci soient  les approches 

génome‐entier les plus fréquemment employées dans les études chez l’Homme (95) (96) 

car cet outil n’est pas disponible commercialement dans l’espèce porcine et présente des 

limites importantes en termes de couverture du génome et de résolution de l’analyse. 

2. Méthylation de l’ADN spermatique et infertilité 
 

Nos  données  confirment  que  le  niveau  global  de  méthylation  de  l’ADN  dans  les 

cellules spermatiques n’est pas altéré chez des porcs à qualité de semence dégradée (84), 

comme cela a été observé chez l’Homme (93)(94).  

Notre  étude  à  l’échelle  du  génome  entier  en  combinant  des  analyses  de  données 

produites par MeDIP‐seq et RRBS a permis d’identifier de nouveaux DMR chez 3 animaux 
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infertiles à qualité de semence dégradée porteurs d’un DMR au locus GNAS (84).  

Cependant nous n’avons pu confirmer par pyroséquençage  l’existence que de 2 des 

10 DMR ressortis de  l’analyse par MeDIP‐seq seul. Plusieurs éléments peuvent expliquer 

ce résultat, et en particulier l’existence de fortes variations interindividuelles du niveau de 

méthylation de nombreux  loci (figure 14). En effet nous avons utilisé comme contrôles 4 

animaux  fertiles et 5 animaux  infertiles supplémentaires pour  le pyroséquençage contre 

seulement  3  animaux  contrôles  fertiles  pour  le MeDIP‐seq,  aboutissant  à  la mise  en 

évidence d’une distribution  large des niveaux de méthylation pour  chaque CpG pour  la 

majorité des loci testés, et non d’une altération de la méthylation spécifique aux animaux 

infertiles  du  groupe  DMR  GNAS.  Ceci  représente  une  différence  importante  avec  les 

résultats obtenus par Congras et al. (84), mais elle est possiblement expliquée par le fait 

que nous n’avons pas étudié spécifiquement des régions connues comme régulatrices de 

l’empreinte parentale, dont la méthylation est  étroitement contrôlée car elle a un rôle clé 

dans  l’expression  du  ou  des  gènes  qu’elles  régulent,  impliquant  de  faibles  variations 

interindividuelles du niveau de méthylation pour chaque CpG. Le faible nombre d’animaux 

étudiés  a également  réduit  la puissance de  l’étude et donc notre  capacité à mettre en 

évidence des DMR d’intensité et de taille faibles. Par ailleurs un biais  lié à  l’impossibilité 

d’étudier  spécifiquement  la  méthylation  dans  les  cellules  germinales  « précoces » 

(spermatocytes en particulier) a été introduit, les spermatozoïdes arrivés à maturité étant 

probablement le plus souvent issus de cellules présentant à la base le moins d’anomalies 

de méthylation de l’ADN. 

Il  est  intéressant  de  noter  que  les  altérations  de  la méthylation  observées  étaient 

majoritairement  dans  le  sens  du  gain  de méthylation,  et  en  particulier  que  les  DMR 

communs  aux  différents  animaux  du  groupe  DMR  GNAS  étaient  tous  des  gains.  Nous 

n’avons  pas  d’explication  à  ce  phénomène  qui  a  déjà  été  observé  dans  une  étude 

antérieure chez des souris soumises in utero à une malnutrition (97). 

3. Phénotype spermatique des animaux porteurs de translocation réciproque 

équilibrée 

 

Etonnamment,  parmi  les  4  animaux  porteurs  de  translocation  chromosomique 

réciproque  équilibrée  de  notre  étude  (tableau  1),  seul  le  1948  avait  un  phénotype 

d’oligospermie  (associé  à  une  asthéno‐  et  une  tératospermie),  tandis  que  deux  autres 
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avaient un spermogramme altéré sans oligospermie (le 2861 était asthénospermique et le 

1746 asthénotératospermique) et que  le 7035 avait un spermogramme normal. Ceci est 

en contradiction avec  la  théorie qui veut que  l’apparition d’un asynapsis au cours de  la 

méiose est presque toujours accompagné d’une perte de spermatocytes par apoptose et 

donc d’une oligospermie  (65). Cependant    l’appariement des  chromosomes  transloqués 

n’a été étudié que pour  le 1948, montrant effectivement  l’existence d’un asynapsis, et  il 

est  possible  que  le  pourcentage  de méiocytes  présentant  un  asynapsis  soit  très  faible 

voire  nul  pour  les  3  autres  animaux,  expliquant  l’absence  d’anomalie  de  nombre  de 

spermatozoïdes chez ces individus.  

4. Translocations chromosomiques et méthylation de l’ADN dans les cellules 
germinales 

 

Nous avons  retrouvé  comme attendu une  colocalisation du  segment  transloqué du 

chromosome 14 avec la région γH2AX positive, ainsi qu’une altération de la transcription 

de gènes  localisés autour des points de cassure des chromosomes  transloqués, en FISH 

comme  en  qPCR.    Cependant  nous  n’avons  pas  mis  en  évidence  d’altérations  de  la 

méthylation des gènes autour des points de cassure des translocations réciproques t(1;14) 

et  t(13;17).  Ceci  va  dans  le  sens  de  l’absence  d’association  entre  le  phénomène 

d’inactivation  méiotique  de  la  chromatine  non‐appariée  (MSUC)  et  le  processus 

épigénétique qu’est  la méthylation de  l’ADN, malgré  le fait que  leur survenue respective 

est plus fréquente au cours de la méiose de mâles ayant une spermatogenèse altérée.  

5. Etude transcriptionnelle par PCR quantitative 
 

L’existence  d’une  extension  de  la  zone  de  MSUC  aux  régions  chromosomiques 

transloquées fait prédire une répression transcriptionnelle des gènes entourant les points 

de  cassure  dans  les  cellules  germinales  des  animaux  concernés,  or  parmi  les  7  gènes 

différentiellement  exprimés  chez  les  animaux  transloqués,  seuls  3  sont  sous‐exprimés 

tandis  que  4  sont  sur‐exprimés.  Par  ailleurs  la  distance  d’un  gène  au  point  de  cassure 

semble avoir un impact sur son expression pour le chromosome 1 puisque DAB2IP, le seul 

gène significativement sous‐exprimé chez  l’animal t(1;14) est  le plus proche du point de 

cassure.  Pour  le  chromosome  14  là  encore  c’est  le  gène  le  plus  proche  du  point  de 

cassure, CDK20, qui est  le seul sous‐exprimé, mais  il se situe à environ 2500 pb du point 

de cassure seulement, donc on peut supposer que des modifications de la séquence et de 
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l’environnement  chromatinien  à  proximité  du  gène  puissent  être  des  facteurs  de 

confusion  dans  l’interprétation  de  ce  résultat.  On  ne  retrouve  pas  ce  lien  pour  le 

chromosome 17, puisque  les deux gènes différentiellement exprimés, PTGIS et  SLC9A8, 

sont parmi les plus éloignés du point de cassure dans la fenêtre d’1 Mb étudiée. 

Nous avons également identifié quatre gènes différentiellement exprimés et associés à un 

DMR  chez  les  animaux  infertiles  du  groupe  DMR  GNAS  par  rapport  aux  contrôles.  Ce 

nombre est relativement  faible, reflétant  le  faible nombre de DMR associés à des gènes 

mais aussi  le manque de temps qui nous a empêchés d’étudier tous  les gènes candidats, 

en particulier pour  les DMR confirmés par RRBS. Une analyse transcriptomique par puce 

d’expression  Agilent  60K  à  partir  d’ARN  testiculaire  a  été  initiée  au  laboratoire  et 

permettra ultérieurement de répondre plus précisément à ces questions.   

6. Fonction des gènes étudiés 
 

Aucun des gènes étudiés dans notre  travail n’est  connu pour être  impliqué dans  la 

spermatogenèse.  Il  est  donc  difficile  d’invoquer  une  causalité  des  anomalies  de 

méthylation dans  les altérations du spermogramme présentées par  les porcs du groupe 

DMR  GNAS.  Cependant  ces  observations  pourraient mettre  en  évidence  de  nouvelles 

fonctions associées à la spermatogénèse pour ces gènes différentiellement exprimés chez 

ces  animaux  infertiles.  Par  ailleurs  les  conséquences  somatiques  éventuelles  de  la 

transmission  de  ces    anomalies  à  la  descendance  ne  sont  pas  connues  puisque  ces 

animaux sont infertiles.  

7. Perspectives 
 

Ce travail pourrait être poursuivi par  l’étude des anomalies de méthylation de  l’ADN 

spermatique sur un plus grand nombre d’individus précisément phénotypés afin d’obtenir 

une puissance  statistique  suffisante pour mettre en évidence des anomalies communes 

associées à un phénotype précis.  

Par ailleurs la mise au point d’une technique efficace de préparation cellulaire pour tri 

par  FACS  permettrait  d’analyser  spécifiquement  la méthylation  et  l’expression  génique 

dans les méiocytes où l’on observe le processus de MSUC.  

Ces découvertes pourraient également permettre de définir de nouveaux marqueurs 

épigénétiques pour  expliquer des  troubles de  la  fertilité, que  ce  soit dans un  contexte 
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médical ou agronomique. La détection de ces anomalies dans  le sang circulant serait un 

atout majeur pour utiliser ces marqueurs comme critères de sélection des verrats entrant 

en centre d’insémination artificielle. 
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Conclusion	

Le domaine de  l’épigénétique est un  champ d’étude  relativement  récent et qui  se 

développe parallèlement aux  innovations technologiques dans  le domaine de  la biologie 

moléculaire. Dans le cadre de la recherche sur l’infertilité, de nombreux travaux ont déjà 

permis  d’entrevoir  le  rôle  important  des  mécanismes  épigénétiques  dans  la  lignée 

germinale,  en  particulier  pour  le  bon  déroulement  de  la  spermatogenèse  qui  permet 

d’assurer  la  qualité  du  sperme.  Des  anomalies  de  méthylation  de  nombreux  loci 

génomiques  dans  les  cellules  spermatiques  ont  en  particulier  été  associées  aux 

différentes catégories d’anomalies du spermogramme chez l’Homme.	

Notre étude, qui avait pour but d’étudier la méthylation de l’ADN chez des porcs aux 

qualités  de  semence  dégradées  et  de  faire  le  lien  entre  les  anomalies  constatées  et 

l’existence  d’une  translocation  chromosomique  réciproque,  a  permis  de  mettre  en 

évidence une vingtaine de régions différentiellement méthylées (DMR) chez ces animaux 

par rapport à des porcs au spermogramme normal. Par ailleurs nous avons constaté une 

surexpression  génique  à  proximité  pour  quatre DMR,  permettant  donc  d’évoquer  une 

conséquence  directe  de  ces  anomalies  de méthylation  sur  la  transcription  génique  à 

proximité. Cependant il n’a pas pu être établi de lien entre ces DMR et l’existence d’une 

translocation  réciproque  chez  deux  des  porcs  au  spermogramme  altéré,  puisqu’aucun 

DMR mis en évidence n’est localisé à proximité des points de cassure des translocations. 

De  fait,  notre  travail  ne  permet  pas  de  mettre  en  évidence  la  participation  de 

modifications de la méthylation de l’ADN parmi les mécanismes épigénétiques impliqués 

dans  la  répression  transcriptionnelle  de  la  chromatine  non‐appariée  (MSUC)  qui 

intervient  au  cours de  la méiose  chez  les porteurs de  translocation  chromosomique et 

aboutit à l’apoptose d’une partie des méiocytes chez ces individus.	

La  poursuite  de  l’analyse  au  niveau moléculaire  des  effecteurs  impliqués  dans  le 

MSUC permettra de connaître plus précisément ses étapes successives et les mécanismes 

mis en jeu. 
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Etude de la méthylation de l’ADN et de l’expression génique chez des porcs à 

qualité de semence dégradée porteurs d’une translocation chromosomique 

réciproque équilibrée 

Résumé	

L’infertilité est une préoccupation majeure en médecine humaine et en agronomie. 

Des  analyses  épigénétiques  ont mis  en  évidence  des  anomalies  de  la méthylation  de 

plusieurs  gènes dans  la  lignée  germinale d’individus  infertiles,  fournissant de nouvelles 

informations sur  les causes génétiques d’infertilité. De plus,  il a été récemment suggéré 

qu’un  des  mécanismes  par  lequel  les  translocations  chromosomiques  équilibrées 

affectent  la  fertilité  est  l’induction  dans  les  cellules  germinales  de  modifications 

épigénétiques au niveau de gènes critiques pour la méiose.  

Mon  équipe  d’accueil  a  précédemment  identifié  une méthylation  anormale  sur  un 

locus soumis à empreinte parentale chez trois porcs  infertiles, dont deux porcs porteurs 

d’une  translocation  réciproque.  Notre  objectif  était  donc  d’explorer  l’impact  des 

translocations chromosomiques sur la méthylation de l’ADN pendant la méiose mâle dans 

un  contexte  de  spermatogenèse  altérée. Nous  avons  comparé  la méthylation  de  l’ADN 

localement  autour  des  points  de  cassure  des  translocations  et  à  l’échelle  du  génome 

entier dans la lignée germinale de ces trois porcs et de contrôles fertiles par séquençage 

haut‐débit. 

Nous avons  identifié 18  régions différentiellement méthylées  (DMR) dont 7 ont été 

confirmés  par  pyroséquençage,  mais  aucune  à  proximité  des  points  de  cassure  des 

translocations.  Nous  avons  ensuite  quantifié  l’activité  transcriptionnelle  et  mis  en 

évidence  7  gènes  différentiellement  exprimés  autour  des points  de  cassure  et  4  gènes 

différentiellement  exprimés  en  lien  avec  les DMR. Aucun  de  ces  gènes n’a de  fonction 

connue dans  la spermatogenèse. Une étude sur un plus grand nombre d’individus et en 

concentrant  les analyses  sur  les méiocytes permettrait de mieux  comprendre  comment 

des anomalies du profil de méthylation de  l’ADN et des  translocations chromosomiques 

affectent la spermatogenèse. 

 

 



64	
	

DNA methylation and gene expression study in boars with low semen quality 

carrying a balanced reciprocal chromosomal translocation 

Abstract	

Infertility  is  a  concern  for  both  human  and  livestock.  Epigenetic  analyses  have 

highlighted abnormalities  in the methylation of several genes  in the germline of  infertile 

subjects, providing new  information on genetic causes of  infertility. Furthermore,  it has 

been  recently hypothesized  that one mechanism  through which balanced chromosomal 

translocations affect fertility  is the  induction  in germ cells of epigenetic modifications on 

genes critical for meiosis.  

Our  team previously  found an abnormal methylation  in an  imprinted  locus  in  three 

infertile  boars,  including  two  boars  carrying  a  reciprocal  translocation. We  thus  aim  to 

explore  the  impact  of  chromosomal  translocations  on  DNA  methylation  during  male 

meiosis,  in  a  context  of  altered  spermatogenesis.  We  analyzed  genome‐wide  DNA 

methylation and local methylation around the translocations breakpoints in the germline 

of  these  three  boars  compared  to  fertile  controls  by  performing  high‐throughput 

sequencing of methylated sperm DNA.  

We identified 18 differentially methylated regions (DMR), 7 of which were confirmed 

by  pyrosequencing  but  none  around  chromosomal  translocation  breakpoints. We  then 

quantified  transcriptional  activity  and  highlighted  in  the  infertile  pigs  7  differentially 

expressed  genes  surrounding  chromosomal  breakpoints  and  4  differentially  expressed 

genes related to DMRs. Future work on a  larger scale and focusing on meiocytes should 

provide  more  insights  on  how  abnormal  methylation  patterns  and  chromosomal 

translocations affect spermatogenesis. 
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Annexes	

 
Identifiant gènes 

porcins 
Homologue 
mammifère 

Coordonnées 
(Sscrofa10.2) 

MeDIP‐seq 
Gène Ensembl proche 

(qPCR) 

chr1.1289  EYS humain 
chr1:51162301‐

51162700 

DMR gain    3 
animaux 
étudiés vs 
contrôles 

ENSSSCG00000023510

chr4.2890  RUNX3 murin 
chr4:130742301‐

130742500 
ENSSSCG00000006877 

SNX7 

chr4.3130  SLFN5 murin 
chr4:141136101‐

141136500 
ENSSSCG00000006928 

LMO4 

« USP2 »  USP2 murin 
chr12:9812401‐

9812600 
‐ 

chr12.1217 
VEZF1 
humain 

chr12:35163801‐
35164200 

ENSSSCG00000017622
CUEDC1 

chrX.2031  ‐ 
chrX:125332401‐

125332500 
ENSSSCG00000012679

GPC4 

ENSSSCG00000026863 
FARP1 

‐ 
chr11:74574401‐

74574600  DMR gain pour 
2861 et 1948 

‐ 

ENSSSCG00000007609 
ARPC1A 

‐ 
chr3:6432877‐

6459632 
‐ 

ENSSSCG00000004013 
SMOC2 

‐ 
chr1: 2230520‐

2365999  DMR gain pour 
1746 et 1948 

‐ 

ENSSSCG00000015144
GRAMD1B 

GRAMD1B 
humain 

chr9: 55749696‐
55793772 

‐ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 1 : gènes présentant un DMR en MeDIP‐seq chez  les 3 animaux du groupe DMR GNAS versus 3 
animaux contrôles (755, 1662 et 5812). 
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Identifiant gènes 
porcins 

Homologue 
mammifère 

Coordonnées (Sscrofa10.2) Gène Ensembl proche 
(qPCR) 

ENSSSCG00000007872
« XYLT1 » 

XYLT1 humain et 
murin 

chr3:27911401‐27911700  ‐ 

chr4.2009 
Sik1 murin, Klhl31 

murin 
chr4:96939401‐96939500  CD32 

‐  NFE2L1 humain  chr5 :20194701‐20195000 
ENSSSCG00000000285 

HOXC4 

chr7.1079  ‐  chr7:29026401‐29026800 
ENSSSCG00000020713 

BTN2L 

chr7.1361  KIF6 humain et murin  chr7:39948101‐39948400 
ENSSSCG00000001594 

KIF6 

chr11.190  ‐  chr11:4560201‐4560400 
ENSSSCG00000009308 

LNX2 

ENSSSCG00000017909 
CHRNE 

‐  chr12:54081301‐54081400   

chr13.3692  ‐  chr13:211254501‐211254800 
ENSSSCG00000030480 

DYRK1A 

 
 
 
 
Chromosome et point de cassure  Nom Identifiant Coordonnées (Sscrofa10.2)

chr1:293925712  (1948) 

DAB2IP ENSSSCG00000005524 chr1: 294001795‐294026582

GGTA1 ENSSSCG00000005518 chr1: 293629345‐293704926

RAB14 ENSSSCG00000005514 chr1: 293477531‐293504330

STOM ENSSSCG00000005516 chr1: 293510864‐293528679

‐ ENSSSCG00000022449 chr1: 293612916‐293613989

chr14:148080 (1948) 
CDK20  ENSSSCG00000009578  chr14: 137245‐145584 

SPIN1 ENSSSCG00000023190 chr14: 530200‐534522

chr17:57858240 (1746) 

UBE2V1 ENSSSCG00000030632 chr17: 57860294‐57894555

PTGIS ENSSSCG00000007463 chr17: 57474335‐57521756

CEBPB ENSSSCG00000024816 chr17: 57946112‐57947682

TMEM189 ENSSSCG00000027287 chr17: 57826767‐57852468

DRK1 ENSSSCG00000007462 chr17: 57361964‐57464964

B4GALT5 ENSSSCG00000007465 chr17: 57581157‐57602483

‐ ENSSSCG00000007461 chr17:	57320300‐57338520
SLC9A8 ENSSSCG00000007466 chr17: 5765930‐57684163

‐ ENSSSCG00000027934 chr17: 57758720‐57767720

 
 

 

 

Annexe 2 : DMR entre les animaux du groupe DMR GNAS et 2 animaux du groupe contrôle fertile (755 et 
1662) sélectionnés par croisement des données de MeDIP‐seq et de RRBS. 

Annexe 3 : gènes Ensembl situés dans une fenêtre d’1 Mb autour des points de cassure chromosomiques 
des animaux 1746 (translocation 13‐17) et 1948 (translocation 1‐14). 
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Annexe 4 : caryotype en bandes G de l’animal 1746 porteur d’une translocation réciproque t(13;17). 

Annexe 5 : caryotype en bandes G de l’animal 1948 porteur d’une translocation réciproque t(1;14).
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Annexe 6 : exemple de résultats obtenus en RRBS. Données obtenues par  RRBS en comparant les niveaux 

de méthylation des 3 infertiles du groupe DMR GNAS et ceux des 3 contrôles fertiles pour les DMR mis en 

évidence en MeDIP‐seq entre les animaux 1662 (contrôle fertile) et 2861 (DMR GNAS) 
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