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Au prix de la modernité, 'lHomme a en un siécle transformé son environnement
comme jamais I'hnumanité ne l'avait fait jusqu’ici. Le XXleme siécle est marqué par la
prise de conscience de l'influence de I'ére de l'industrialisation a outrance et de ses
conséquences sur l'environnement. En effet, la communauté internationale
scientifique ne cesse de rapporter des résultats d’études tout a fait alarmistes sur les
effets des modifications environnementales induites par 'lHomme : augmentation de
la température et ses conséquences sur le climat et les éco-systemes, dont la
disparition déja non négligeable de nombreuses espéces. Les dérégulations
environnementales induites par 'Homme semblent évoluer de maniere exponentielle,
et rien ne semble arréter ce phénomeéne, ni les scientifiques dont les cris d’alarme
restent sans réaction encore moins les politiques.

Or c’est pourtant 'lHomme lui-méme qui, a bas bruit, mais peut-étre de maniére
durable risque d’en payer les conséquences. En effet si les premiers signes d’'une
baisse de la fécondité dans les pays développés sont connus depuis plusieurs
décennies, on rapporte depuis peu une augmentation de certains cancers et, fait
marquant, chez des individus de plus en plus jeunes. L'impact de I'environnement
est bien 14, et ’THomme comme la nature évoluent en s’adaptant mais semble t-il bien
moins vite que les connaissances scientifiques. En effet, les dérégulations
épigénétiques sont fortement suspectées mais les mécanismes en cause sont loin
d’étre connus, tout comme les risques, pour ’lHomme, et pour sa descendance. Les
gametes ne semblent pas épargnés par ce phénoméne. Alors qu’allons-nous

transmettre aux générations futures ?
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Il Etat des connaissances
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Il.1. Epigénétique

En 1942, Conrad H Waddington redéfinit le terme « épigénétique » au sens moderne
comme la branche de la biologie étudiant les interactions entre les systemes
« genes » et «environnement» donnant naissance au phénotype de [lindividu
(Holliday, 2006; Jammes et al., 2011). L’épigénétique correspond a un ensemble de
processus moléculaires s’apposant sur le génome : les marques épigénétiques qui
participe au contrdle et a 'orchestration de I'activité des genes. En effet, chacune de
nos cellules contient 'ensemble de notre patrimoine génétique : 46 chromosomes
hérités de nos parents sur lesquels ont compte environ 25 000 genes. Mais si toutes
nos cellules contiennent la méme séquence génétique, leur programmation et leur
expression sont différentes. Les marques épigénétiques induisent des changements
durables de I'expression des génes sans altération de la séquence d’ADN (pas de
mutation) et sont transmises au cours des divisions cellulaires (mitoses) permettant
aux cellules de maintenir en mémoire leur identité cellulaire. Néanmoins sous I'effet
de stimuli extérieurs ces marques épigénétiques peuvent étre modifiées et se
transmettre malgré la disparition du stimulus. Cette dynamique épigénétique, est trés
présente au cours du développement ou les différenciations cellulaires, nécessaires
a l'embryogenése, s’accompagnent d’'une succession finement orchestrée
d’épigénomes cellulaires. Une fois ces cellules différenciées, leurs marques
épigénétiques doivent se maintenir et se transmettre au cours des divisions
cellulaires, permettant une transmission stable et héritable de I'identité cellulaire au
cours des divisions cellulaires.

Ainsi, I'épigénétique correspond a I'étude des changements dans l'activité des
genes, n'impliquant pas de modification de la séquence d’ADN et pouvant étre
transmis lors des divisions cellulaires. Cependant, contrairement aux mutations
qui affectent la séquence d’ADN, les modifications épigénétiques sont quant a
elles réversibles.

Néanmoins un nombre croissant d’études rapporte l'implication de dérégulations
épigénétiques dans la survenue de pathologies humaines tels que les cancers, les
troubles du métabolisme (obésité, diabéte, résistance a Iinsuline), troubles du
comportement, infertilité... (Jenkins et al., 2016a; Moore-Morris et al., 2018; Verma et
al., 2014; Zeilinger et al., 2013). Et si ce constat est aujourd’hui indéniable, les
mécanismes et l'origine de telles dérégulations restent quant a eux trées peu connus.
La relation étroite entre épigénétique et environnement, laisse cependant supposer

gue des modifications (ou dérégulations) épigénétiques pourraient apparaitre de
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maniére adaptative en réponse a linfluence de I'environnement (Barker, 2007,
Sinclair et al., 2007).

Afin d’appréhender les enjeux inhérents aux dérégulations épigénétiques, nous
aborderons dans un premier temps les principaux meécanismes épigénétiques
connus aujourd’hui pour intervenir dans le processus de la spermatogenese, nous
étudierons ensuite les principales dérégulations épigénétiques retrouvées au niveau
des spermatozoides et nous nous interrogerons sur leurs origines et leurs

conséquences potentielles a court et a long terme afin d’aborder la question du

risque de transmission via le spermatozoide chez 'Homme.

II.1.A. Les principales marques épigénétiques

La chromatine est constituée d’'un complexe ADN/protéines dont l'unité structurale
est le nucléosome : la double hélice d’ADN (146pb) enroulée autour d’'un octamére
d’histones. Les nucléosomes jouent un réle dans la compaction de 'ADN et influence
ainsi l'activité transcriptionnelle des génes. Deux états de la chromatine ont été
observés : I'euchromatine, décondensée, qui contient aussi bien des génes actifs
gu’inactifs, et I'hétérochromatine, hautement condensée, qui reflete un état
silencieux. La régulation de ces états peut se faire via le positionnement des
nucléosomes, les différentes modifications post-traductionnelles des histones,
I'incorporation de variants d’histones et le recrutement de protéines associées aux
histones. Il semble évident que I'organisation et les modifications des protéines de
la chromatine influencent les profils de méthylation de I'’ADN, notamment par
modulation de I'accessibilité des DNA méthyltransférases (DNMTs) a la molécule
d’ADN.

[I.1.A.1 Les histones et leurs modifications post traductionnelles

Les histones sont des protéines constituant le nucléosome, unité structurale de la
chromatine permettant de compacter ’ADN. Le nucléosome est en effet constitué de
deux tours de double hélice de 'ADN enroulés autour d’'un octamére d’histones
composés de deux copies de 4 histones H2A, H2B, H3 et H4. S’y ajoute I'histone H1
qui se lie a 'ADN internucléosomale dans les formes compactes de la chromatine
(Kowalski and Patyga, 2012). Les modifications biochimiques post traductionnelles
sur les extrémités amino et carboxy-terminales des histones nucléosomales (ex :

acétylation, méthylation, phosphorylation, ubiquitinylation et SUMOylation), font
15



parties des modifications épigénétiques importantes associées a la chromatine. Ces
différentes modifications post traductionnelles agissent pour certaines directement
sur l'architecture de la chromatine, comme cela a été démontré dans le cadre de
I'acétylation des histones, mais aussi dans le recrutement d’autres protéines de la
chromatine qui pourront elles aussi moduler l'activité transcriptionnelle. Chaque
combinaison va déterminer des domaines ouverts ou fermés a la transcription. A
I'heure actuelle plus d’'une centaine de modifications ont été répertoriées. Ainsi
chaque combinaison de modifications définit une information spécifique modulant
I'état de compaction de la chromatine et ainsi I'activation ou la répression des génes.
Afin d’illustrer ces différentes combinaisons nous présenterons ci-apres brievement
les modifications des histones les plus décrites : I'acétylation et la méthylation (Graff
and Mansuy, 2008)(Figure 1).
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Figure 1 : Nucléosome et modifications des histones

A : Structure d’'un octamére d’histone constitué de deux molécules de chaque histone H2A, H2B,
H3 et H4.

B : Structure et principales modifications des histones. Les extrémités amino- et carboxy-
terminales des histones sont les cibles privilégiées de modifications post-traductionnelles, les
mieux caractérisées étant la méthylation, | ‘acétylation, la phosphorylation et I'ubiquitinylation.
Leurs cibles nucléotidiques correspondantes sont indiquées en regard.

Extrait de Graff et Mansuy 2008.
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[I.1.A.1.a Acétylation des histones

L’acétylation des résidus des régions N-terminales des histones, neutralise leurs
charges positives et réduit ainsi leur affinité pour '’ADN, chargé négativement. La
chromatine adopte une structure moins compacte et augmente ainsi 'accessibilité de
'ADN aux régulateurs transcriptionnels (Smith and Meissner, 2013; Woodcock,
2006). L’'acétylation est effectuée par les Histones AcétylTransférases (HAT) et la

désacétylation par les Histones DésACétylTransférases (HDAC).

II.1.A.1.b Méthylation des histones

La méthylation des histones est plus complexe. En effet les lysines peuvent étre
mono-, di- ou tri-méthylées et les arginines peuvent étre mono- ou di-méthylées. Les
réponses a ces modifications seront fonction du résidu impliqué, de sa position sur la
queue de I'histone mais aussi de sa position au sein du génome (Li et al., 2007).
Cette diversité participe a la complexité du code des histones et a la diversité des
réponses épigénétiques. Ainsi certaines modifications ont été retrouvées plus
spécifiquement au niveau des régions euchromatiques comme I'histone 3 lysine 4
triméthylée (H3K4me3), I'histone 3 lysine 36 triméthylée, (H3K36me3) et I'histone 3
lysine 79 mono et/ou biméthylée (H3K79me1/2) participant a I'expression des génes
et d’autres au niveau des régions hétérochromatiques intervenant dans la répression
des geénes, c’est le cas par exemple de I'histone 3 lysine 9 triméthylée (H3K9me3) et
de l'histone 3 lysine 27 triméthylées (H3K27me3) (Du et al., 2015; Smith and
Meissner, 2013).
La méthylation des histones peut ainsi étre tantét associée a la répression ou a
I'activation des génes. Par exemple la méthylation de la lysine 9 ou de la lysine 27
sur l'histone 3 (H3K9me; H3K27me) entraine le recrutement de protéines a
chromobox (CBX) qui reconaissent cette marque et s’y attachent (Romero et al.,
2012). Un phénoméne d’auto-recrutement va favoriser la compactation de la
chromatine et entrainer la répression transcriptionnelle (Manzo et al., 2017) (Figure
2).
A linverse la méthylation de la lysine 4 de l'histone H3, présente au niveau des
promoteurs des génes a ilots CpG, favorise quant a elle la transcription des genes
(Zhao and Garcia, 2015).
La méthylation des histones est réalisée par les Histones MéthylTransférases (HMT).
Toutes ces modifications d’histones sont interconnectées et peuvent agir en cis (sur
une méme histone) ou en trans (entre différentes histones au sein d'un méme
17



nucléosome ou sur des nucléosomes difféerents) (Santos-Rosa and Caldas, 2005).
Ceci confére un niveau supplémentaire dans le déchiffrage du code des histones. De
plus il existe également un lien entre modifications des histones et méthylation de
'’ADN, par exemple des protéines présentant un domaine de liaison a '’ADN méthylé
(methyl CpG binding Protein ou MBD) qui peuvent recruter des complexes co-
répresseurs contenant des enzymes HDAC et entrainer ainsi une désaceétylation des
histones (Bird, 2002).

H3 K9 acétylation,
H4K20mel, H3Kdme3

v

ADN e e

: ADN non méthylé
A _J A A 1
A A A

Queue histone

W (20N (Cpo)

transcription (&)

Figure 2 : Combinaison des marques épigénétique et état transcriptionnel

De maniére générale, I'association acétylation des histones et ADN non méthylé au niveau des
ilbts CpG rend la chromatine non compacte et la transcription possible. Au contraire, la
méthylation de 'ADN associée a une acétylation des histones (et certaines de leurs méthylations
sont associés a la compaction de la chromatine et a une répression de I'expression des génes.
H3 : histone H3 ; H4 : Histone H4 ; K9 et K27 lysines 9 et 27 ; H4K20mel : histone 4 lysine 20
monomeéthylée ; H3K4me3 : histone 3 lysine 4 triméthylée. Extrait de Perino et al, 2016
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Il.1.A.2 Méthylation de 'ADN

La méthylation de 'ADN est une des marques épigénétiques la plus analysée. Chez
les vertébrés, la méthylation de 'ADN est un processus de régulation épigénétique
qui consiste en l'apposition d’'un groupement méthyl sur le cinquiéme carbone d’'une
cytosine (5meC) situé sur un dinucléotide cytosine-phosphophate-guanine (CpG)
(Figure 3). Cette réaction est catalysée par une famille d’enzymes appelées les DNA
méthyltransférases (DNMTs) a partir du substrat S-adénosyl-méthionine (SAM) qui
agit comme donneur de groupement méthyl. Il existe deux catégories de DNMTSs,
celles impliquées dans la méthylation de maintenance DNMT1/DNMT10 et celles
permettant la méthylation de I'ADN de novo DNMT3a/DNMT3b/DNMT3I. Cette
derniére intervient plus spécifiquement comme cofacteur durant la gamétogenese
(Bourc’his et al., 2001). Récemment DNMT3c a été identifiée comme un médiateur
dans la méthylation des transposons dans les cellules germinales (Barau et al.,
2016).

DNMTI intervient quant a elle lors de la mitose, reconnait spécifiquement les
dinucléotides hémiméthylés au cours de la phase S du cycle cellulaire et permet la
maintenance et une propagation stable du profil global de 5meC aux cellules filles
(Sharif et al., 2007). Ce mécanisme illustre 'importance des marques épigénétiques
dans [I'hérédité de [lidentité cellulaire et la sauvegarde de la mémoire

transcriptionnelle (Bird, 2002).

NH, NH,
| DNA méthyltransférase é
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Figure 3 : Méthylation de I’ADN.

Modification de la cytosine en 5’'métylcytosine par I'ajout d’'un groupement méthyl (-CH3) sur le
cinquiéme carbone du noyau pyrimidique. Réaction catalysée par une ADN méthyltransférase
(Dnmt). Processus de déméthylation de I'ADN conduit par les enzymes TETs qui ont la
propriété d’oxyder la 5-méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine.
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Le processus de démeéthylation est longtemps resté énigmatique, on sait maintenant
que cette déméthylation a lieu gradce un ensemble d’enzymes spécialisées les
protéines Ten-Eleven Translocation (TET) et des protéines d’excision et de
réparation (MBD4, APEX1, PARP1) qui convertissent la 5-methylcytosine en 5-
hydroxy-méthylcytosine (Hajkova et al., 2010; Kagiwada et al., 2013a) (Figure 3). En
effet, les enzymes TETs ont la propriété doxyder la 5mC en 5-
hydroxymethylcytosine (5hMC), 5-formylcytosine et en 5-carboxylcytosine. Les deux

derniers produits d’oxydation peuvent étre ensuite remplacés par une cytosine.

Chez les mammiferes, 98% du génome présente des régions pauvres en
dinucléotides CpG et pour la majorité méthylées qui correspondent aux séquences
génomiques répétées telles que les séquences des rétrotransposons. Les 2%
restants du génome sont organisés en clusters CpG appelées il6t CpG (régions de
plus de 500pb, >60% en CpG), localisés majoritairement au niveau des promoteurs
et/ou des exons et généralement faiblement méthylés (Bourc’his et al., 2001;
Gardiner-Garden and Frommer, 1987).

La méthylation de 'ADN est généralement associée a la régulation de I'expression
des génes en fonction du niveau de méthylation de leurs promoteurs. En effet, une
hyperméthylation de ces derniers bloquera 'accés a la machinerie transcriptionnelle
créant une répression de l'expression des génes, alors qu’une hypomeéthylation
facilitera I'activation des génes.

La méthylation de 'ADN est également une marque épigénétique majeure impliquée
dans I'établissement de I'empreinte génomique parentale chez les mammiferes,
permettant 'expression monoallélique en rendant silencieux I'alléle parental soumis a
empreinte (chapitre 11.1.B). Elle est également impliquée dans la compaction du
géenome et linactivation du chromosome X au cours du développement chez la

femme.
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Figure 4 : Biosynthése des microARNs

Les génes de miARN sont transcrits par 'ARN pol Il sous la forme de longs précurseurs
appelés “pri-miARN” (précurseurs en double épingle). Ces précurseurs sont ensuite clivés
dans le noyau par un complexe nommé microprocesseur formé des enzymes Drosha
(enzymes ARNse lIl) et DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8 gene) enzymes capables
de se fixer sur les doubles brins d’ARN. On obtient un précurseur intermédiaire : pré-miARN
qui est un ARN long denviron 70 nucléotides, replié en tige-boucle imparfaite par
complémentarité de bases entre la premiere moitié et la deuxiéeme moitié de la séquence.
Aprés export nucléaire (via I'exportine 5), le pré-miARN est clivé par une endoribonucléase :
Dicer, qui permet I'hydrolyse de la structure double boucle. Un brin des 2 brins interagit avec
les protéines argonautes pour composer le complexe RISC (ARN-induced silencing complex),
qui reconnait alors TARNm cible. Extrait de Ge et al, 2017.
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[1.1.A.3 Régulation épigénétique : réle des petits et longs ARNs non
codants

Découvert dans les années 90 (Lee et al., 1993) pour les petits ARN non codants et
plus récemment pour les longs ARN non codants, ils sont maintenant reconnus
comme de puissants régulateurs eépigénétiques. lls peuvent en effet, controler
'expression des génes a la fois au niveau transcriptionnel par remodelage
chromatinien et également au niveau post transcriptionnel par inhibition directe des
transcrits.

Plusieurs classes de petits ARN non codants ont été décrites, en fonction de leur
taille, leur biosynthése et de leur mécanisme d’action. On distingue : les microARNs
(miARN), les piARN (piwi ARN) et les siARN endogenes (SiARN).

-Les microARNs (miARN)

Les miARNs (environ 21-24 nucléotides) sont les plus caractérisés et présentent
principalement des propriétés de régulation post transcriptionnelle, leur appariement
a une séquence complémentaire du transcrit (ARNm) du gene cible induit soit sa
dégradation soit réprime sa traduction (Bartel, 2009). Le génome humain
comprendrait environ 1000 genes (Bentwich et al., 2005; Lewis et al., 2005) a
I'origine de la transcription de miARN, qui cibleraient environ 60% des génes
(Friedman et al., 2009) et sont présents dans de nombreux types cellulaires. La
biosynthese des miARNSs est illustrée dans les figures 4 et 5A.

Les miARNs bien que découverts récemment sont impliqués dans de nombreuses
fonctions physiologiques telle que la différenciation cellulaire, la croissance, le
métabolisme et I'apoptose. De plus il a été rapporté des cas de dérégulations de

MIARNSs a l'origine de tumeurs.

-Les piARNS : Piwi-interacting ARN
Les piARNs sont des petits ARN (26-31 nucléotides) exprimés dans les cellules
germinales et dans I'embryon précoce chez les animaux. Leur réle serait de bloquer
activité d’éléments mobiles présents dans le génome, comme les transposons,
pendant le développement précoce de I'embryon afin de protéger le génome. Leur
biosynthése est partiellement décrite, ils agiraient en association avec les protéines
piwi au sein du complexe : piRISC (piARN-induced silencing complex) et aprés

appariement, inhiberaient ’'ARN cible (Siomi et al., 2011) (Figure 5C).
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Figure 5 : Voies de biogenése des petits ARN non codants.

A/ Biogenése des miARNs) B/ Biogenese des endo-siARNs. Les précurseurs des siARN
endogénes sont des transcrits composés de longues structures en téte d’épingle ou d’ARN
double brin dérivés de transcrits hybrides sens/anti-sens provenant du méme locus (cis-endo-
SiARN) ou de deux locus différents (trans-endo-siARN). A partir de ces précurseurs sont
produits les petits endo-siARN, un processus dépendant du clivage par DICER1 mais pas de
DGCRS8. C/ Biogenése des piARNSs. Les piARNs sont générés grace au cycle « ping-pong » a
partir de transcrit d’éléments répétés ou de transposons.
protéine PIWI qui va produire un piARN secondaire (en bleu), clivé ensuite par le complexe
MIWI2 pour donner naissance aux pPiARNs terminaux impliqués dans la régulation et la

dégradation d’éléments transposables délétéres.

D’aprés Romero et al., 2012

lls sont ensuite chargés sur la
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- les si ARN endogenes (SiARNS)
Les siARNs endogenes (siARN) mammiféres sont des petits ARN non codants de 21
nucléotides, transcrits a partir d’éléments transposables et/ou de pseudogenes
(Romero et al., 2012) (Figure 5B). Cette nouvelle classe de petits ARN non codants
a été décrite dans les ovocytes (Watanabe et al.,, 2008), les cellules souches
embryonnaires (Babiarz et al., 2008) et récemment dans les cellules germinales
males ((Song et al.,, 2011). Les données détaillant le role et I'importance de ces

SiARNs dans la régulation de la spermatogenése sont toujours parcellaires.

-Les longs ARN non codants
De longs ARN non codants d’environ 200 nucléotides qui les distinguent des petits
ARN non codants, une fois transcrits, jouent aussi un réle majeur dans le contréle de
la transcription de certaines régions chromosomiques. lls ont la propriété de
s’accoler sur des domaines chromosomiques particuliers et bloquent ainsi la
transcription. L'exemple le plus connu est celui de XIST (X-inactive specific
transcript), un long ARN non codant impliqué dans l'inactivation du chromosome X
chez la femelle des mammiferes. La figure 6 illustre les différents modes d’action des

longs ARN non codants (Pedrazzini, 2015).
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Figure 6 : Roles des longs ARN non codants.

Les longs ARN non codants agissent a travers divers mécanismes pour réguler
I'expression des génes codants. A. lls dirigent des modificateurs de la chromatine vers
des génes cibles spécifiques. B. Ills déplacent des régulateurs de I'expression
(activateurs ou répresseurs) des séquences régulatrices de I'expression. C. lls entrent
en compétition avec des miARN et proteégent des ARN messagers de la dégradation
par ces miARN. D. lls modulent des événements d’épissage et interferent avec la
traduction. E. lls promeuvent ['association des séquences amplificatrices et
promotrices pour initier la transcription. La Figure décrit une activation en cis, mais
'association peut aussi s’effectuer avec une région du génome non adjacente pour
activer un géne en trans. D’aprés Pedrazzini 2015.
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[I.1.B Empreinte parentale — Genes soumis a empreinte (GSE)

Un autre niveau de régulation de I'expression des génes réside dans l'origine de
I'alléle exprimé et dépend de facteurs épigénétiques.

Les genes soumis a empreinte (GSE) (~1% des genes) présentent une expression
monoallelique dépendante de l'origine parentale de lallele. Les GSE paternelle
verront leur alléle maternel s’exprimer et inversement I'alléle paternel s’exprimera en
solo lorsqu’il s’agit d'un GSE maternel. Cette asymétrie fonctionnelle est en fait
connue de longue date comme I'atteste I'étude de phénotypes d’animaux hybrides
qui sont tres différents phénotypiquement selon 'origine du génome parental (Figure
7).

w ¥ \1“:’ “J" d-e..,,,‘,ﬂ

N

”Tigron = Lionne x Tigre

Ligre = Tigresse x Lion

Figure 7: Le croisement d’'un tigre et d’'une lionne donne un trigron de phénotype
intermédiaire entre les deux espéces, alors que le croisement lion et tigresse donne le
ligron, qui est un animal géant de prés d’un tiers de plus la taille du lion ou d’un tigre.

L’empreinte parentale, encore appelée « empreinte génomique », a été mise en
évidence chez les mammiferes dans les années 1980 grace a des expériences de
transferts nucléaires qui ont permis de démontrer la non-équivalence des 2 génomes
parentaux : la formation de zygotes gynogénotes (2 génomes maternels) conduit a
un développement embryonnaire mais a I'absence de développement des annexes
embryonnaires, alors que la formation de zygotes androgénotes (2 génomes
paternels) conduit au développement des annexes sans développement
embryonnaire (Barton et al., 1984; Surani et al., 1984). Ces expériences ont
démontré que pour obtenir un développement normal, il ne suffit pas d’avoir un
génome diploide, mais qu'une contribution paternelle et maternelle est
indispensable, faisant suspecter I'expression d’allele spécifigue de génes impliqués
dans le developpement précoce. Ainsi 'empreinte génomique parentale est définie

comme le phénomene de marquage différentiel des génomes parentaux qui conduit
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a lI'expression monoallélique d’'un géne. Ces 2 alleles ont subi des modifications
epigénétiques differentes (méthylation, acétylation, etc.) selon leur origine parentale,
aboutissant a I'expression ou a la non-expression d’'un géne en fonction de cette

origine parentale (Figure 8).

A_ Biparental vs Gynogénote B. Biparental vs Androgénote

WT G
I; E I"S

Figure 8 : Non équivalence fonctionnelle des génomes parentaux

P WT,

a b
\ ' /ndro.
"

Cette propriété a été mise en évidence en 1984, par la production d’embryons
diploides uniparentaux par transfert de noyaux gamétiques. A : les gynogénotes
(Gyno) sont issus de la réunion de deux génomes maternels et les androgénotes
(Andro) de deux génomes paternels. Les deux types d’embryons présentent une
létalité  embryonnaire & 9,5 jpc associée a des phénotypes en miroir. Les
gynogénotes développent des tissus embryonnaires et trés peu d’annexes
embryonnaires alors que les androgénotes présentent une hyperprolifération extra-
embryonnaire et pratiquement pas de tissus embryonnaire.

WT : embryons sauvages ; TP : trophoblaste ; YS : sac vitellin.

[1.1.B.1 Organisation des génes soumis a empreinte

Pres de 100 GSE sont actuellement référencés chez I’'homme (Babak et al., 2015;
Wilkins et al., 2016; geneimprint.com). Il existe plusieurs clusters de GSE localisés
principalement dans des régions spécifigues du génome (régions télomeriques)
suggerant un contrdle coordonné des genes d’une région soumise a empreinte. Ces
contrbles sont assurés par certaines regions différentiellement méthylées appelées
« centres d’empreintes » (Imprinting Center Region: ICR) régulant en cis

I'expression monoallélique de plusieurs génes dans une région donnée.
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Figure 9 : Carte des génes soumi a empreinte chez la souris
Adapté de http://www.mousebook.org:catalog.php?catalog=imprinting

Chez la souris, 24 ICRs ont été identifiés présentant un fort dimorphisme sexuel
dans leur répartition puisque 21 d’entre elles sont méthylées au cours de
'ovogenese (ICR maternelle) et seulement 3 au cours de la spermatogenése (ICR
paternelle) (Proudhon et al., 2012; Reik and Walter, 2001). A noter qu’un locus est dit
soumis a empreinte maternelle ou paternelle en fonction de la provenance de la
méthylation de son ICR mais les GSE qu’elle contrdole peuvent aussi bien étre
exprimés a partir de l'allele maternel que de l'allele paternel. Une cartographie des

genes soumis a empreinte chez la souris est présentée dans la Figure 9.
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11.1.B.2 Mécanisme de I'empreinte parentale

Les ICRs suivent une dynamique de méthylation au cours du développement qui a
été désigné par: cycle de I'empreinte. (Reik and Walter, 2001). Il existe deux
périodes critiques dans la mise en place ou le maintien de I'empreinte : la
gamétogenése et le développement embryonnaire préimplantatoire. La
reprogrammation majeure prend place dans les cellules germinales primordiales ou
les marques d’empreinte sont effacées permettant de restaurer un état de
totipotence. Les marques de I'empreinte sont ensuite apposées durant la
spermatogenése ou l'ovogenese en fonction du sexe de lindividu. Aprés la
fécondation, il existe une déméthylation globale du génome qui sera suivie d’'une
vague de méthylation de novo, mais dont les ICRs sont protégés permettant le
maintien de I'empreinte. La méthylation de 'ADN est actuellement le marquage
épigénétique le plus étudié pour décrire les différentes étapes du cycle de

'empreinte parentale. (Figure 10).
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Figure 10 : Cycle de I’empreinte

Dynamique de la méthylation de 'ADN au cours du développement embryonnaire et de a
gamétogenese : i) effacement de I'empreinte dans les cellules germinales fecetales, ii)
établissement de I'empreinte paternelle (bleu) et maternelle (rouge) au niveau des centre
d’empreinte (ICRs) durant la spermatogenése et I'ovogenése, iii) maintenance des
marques d’empreinte aprés la fécondation. D’aprés Demars et Gicquel, 2011.
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Effacement de I'empreinte dans les cellules germinales primordiales
Comme chez la souris, les cellules germinales primordiales humaines (PGCh,
Primordial Germ Cells) subissent un effacement de I'empreinte sur les deux alléles
lors de la colonisation des gonades (Gkountela et al.,, 2013; Guo et al.,, 2017;
Seisenberger et al.,, 2012a) . Néanmoins compte tenu, des difficultés pour obtenir
des échantillons de gonades et de cellules germinales humaines, le phénomene
d’effacement de I'empreinte durant la gamétogenese reste a ce jour peu documente.
Cependant les données actuellement disponibles suggérent un phénomene similaire
chez 'Homme (Figure 11). Puis une apposition des marques dépendantes du sexe
de l'individu va s’effectuer au cours de la gamétogeneése.
Etablissement de 'empreinte au cours de la gamétogenese
Dans la lignée germinale male, la méthylation est plus précoce que dans la lignée
germinale femelle. En effet, au cours de la spermatogenése, l'apposition d’un
nouveau profil de méthylation a lieu avant les divisions méiotiques. Chez la souris,
elle intervient a 16 jours de développement embryonnaire dans les gonocytes
quiescents, pour étre complete au stade pachytene des spermatocytes apres la
naissance (Li et al., 2004).
Chez la femelle, la reméthylation a lieu apres les divisions méiotiques au moment de
la maturation ovocytaires des ovocytes bloqués en prophase de méiose | (Li et al.,
2004; Lucifero et al., 2004). Ainsi de grandes différences apparaissent dans la
cinétique d’apposition des marques épigénétiques en fonction des sexes. Chez la
femme cette apposition survient apres la puberté, au cours de la maturation

ovocytaire.
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Figure 11: Evolution du niveau de méthylation de I’ADN au cours de la
gamétogenése

Effacement de la méthylation de 'ADN au cours de la migration des cellules germinales dans les
gonades entre 6,5 et 10,5 jpc chez la souris et par extrapolation entre 22-24 jours et 42-44 jours
chez 'Homme. Réapposition différentielle et en fonction du sexe des individus : dés la période
foetale chez les méles et a la puberté dans la lignée femelle. Extrait de Fauque P.
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Maintien des marques d’empreinte

Immédiatement apres la fécondation, une deuxieme vague de déméthylation globale
du génome a lieu, a laquelle les ICRs échappent (Smallwood et al., 2011). Les ICRs
mis en place durant la gamétogenése semblent protégés de cette vague de
déméthylation. Les marques de méthylation allele-spécifique sont alors conservés
(Reik et Walter 2001) et s’en suivra une expression monoallelique des GSE dans les
tissus considérés du futur individu.

Les mécanismes qui permettent le maintien des marques d’empreinte durant le
développement embryonnaire pré-implantatoire restent encore inconnus. Cependant
des pistes s’orientent vers I'implication du motif de liaison commun a toutes les
ICRs, le motif héxanucléotidigue TGCCGC de liaison a la protéine ZFP57 qui
protegerait les alleles méthylés de la vague de déméthylation (Quenneville et al.,
2011). Un deuxieme motif a aussi été identifié : CCTC permettant la liaison de la
protéine CTCF et qui protégerait les alleles déméthylés de la re-méthylation (Wang
et al., 2012). En plus de ZFP57, NLRP5, KHDC3L et NRLP7 on été impliqgués dans
des défauts d’empreinte (Docherty et al., 2015) et plutét qu’'un défaut d’expression,
un défaut de localisation dans l'ovocyte et/ou dans le zygote seraient en cause
(Monk et al., 2017).

[1.1.B.3 RéOle des génes soumis a empreinte

La majorité des GSE sont particulierement impliqués au cours du développement
embryonnaire, la croissance foeto-placentaire ainsi que dans la croissance et le
comportement des individus apres la naissance. En effet, si les fonctions des GSE
peuvent étre tout a fait variées: facteur de croissance (Igf2), suppresseur de
croissance neuronale (Ndm), transporteur de solutés (famille Slc) ou encore
présentant des fonctions pro-apoptotiques (Zacl, Cdknlc), en revanche leur profil
d’expression tissulaire est informatif car ils s’expriment principalement durant la vie in
utero (embryon et placenta) et dans le systéme nerveux aprés la naissance (Babak
et al., 2015). De plus il est important de rappeler que I'expression des GSE est
également tissu spécifique.

Ainsi une grande majorité des GSE joue un r6le sur le développement embryonnaire.
Une partie d’entre eux est exprimé a partir de l'alléle paternel et tendent a
promouvoir la croissance alors que l'autre partie, exprimée a partir de lalléle
maternel tend a la réprimer. L’empreinte génomique parentale servirait alors a

modérer la croissance pendant le développement et les échanges entre la mere et le
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foetus via le placenta, mais aussi d’un point de vue cognitif aprées la naissance
(Barlow and Bartolomei, 2014; Proudhon et al., 2012).

[1.1.B.4 Régulation de I'expression des GSE

Les GSE sont en général regroupés en cluster controlés par des ICRs. Ces
séquences, qui peuvent s’étendre sur plusieurs kilobases et qui sont riches en CpG,
régulent I'expression monoallélique de lI'ensemble des génes du locus par les
insulateurs et par de grands ARN non codants (Wan and Bartolomei, 2008). A noter
gu’en rapport avec la spécificité générale de la distribution de la méthylation dans les
gametes males et femelles, les ICR paternelles se distinguent par une localisation
intergénique et une plus faible densité en CpG comparées aux ICR maternelles, qui
sont riches en CpG et associées en général a des promoteurs (Kobayashi et al.,
2006; Schulz et al., 2010).

Dans ce travail de thése nous nous sommes intéressés a des dérégulations
impliqguant des GSE localisés sur la région 11p15, nous allons donc spécifiqguement

étudier la régulation puis les dérégulations connues de cette région.

Régulation des GSE de la région 11p15.5 chez 'Homme

La région 11p15.5 chez 'Homme est organisée en 2 DMRs, chacune d’elles étant
sous le contréle de 2 ICRs, I'une paternelle : ICR1 (ICR H19/IGF2) et la seconde
maternelle ICR2 (ICR KCNQ1) (Figure 12). De plus, ces deus ICRs sont régulés
différemment, ICR1 fonctionne comme un insulator alors que ICR2 sert de promoteur

a un ARN non codant.

33



Chromosome 11p15.5

Pat
L
7’
| /’ ﬁ>
P % 5 .
e : H19 g
11p15 ~ .
1 % N
1 = (5]
\ ]
11p13 :
11p12
P \ I
1
; | ASCL2
11ql1 : \ IJ
1
11q12
q ‘| D81 'l
1
11q13 \ KCNQ10T1
l'l =] §
11a14 v 8 ] KcNQ1 I g
(]
9 1 g &
\ 5
11921 '3
11922 “ 2
1
\
11423 CDKNIC
' i_ |
\
\ I
11q24 \ It
11q25 1 TS5C5
\
\ | I
1 t 1PL

Figure 12 : Représentation de la région 11p15.5 chez ’lhomme.

Chez I'Homme Ila région 11p15.5 est composée de deux centres
d’empreintes. Le premier (ICR1) régule l'expression des génes H19
(expression maternelle) et IGF2 (expression paternelle) et le deuxiéme
(ICR2) les génes CDKN1C, KCNQ1 a expression maternelle, régulés par
I’ARN non codant KCNQ1OT1 a expression paternelle.
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Concernant I'ICR1, I'expression monoallélique des génes H19 et IGF2 dépend de la
méthylation paternelle de ces DMRs en association avec des modifications
d’histones. L'ICR1 de H19/IGF2 contient 4 sites de fixation (CCCTC) au facteur
CTCF qui peut se lier seulement sur l'allele maternel déméthylé. Lorsque CTCF
est lié, il agit comme un insulateur et bloque l'accés du promoteur d’ IGF2
aux enhancers présents en aval de H19 sur l'allele maternel. En effet, CTCF en
synergie avec des cohésines peut initier la création d’'une boucle chromosomique
(Filippova, 2008; Parelho et al., 2008). La méthylation de I'lCR de H19 sur lalléle
paternel empéche CTCF de se lier et le promoteur d’ IGF2 peut alors se lier aux

enhancers.

Les genes H19 and IGF2 sont principalement exprimés durant le développement
foeto-embryonnaire et inhibés dans la plupart des tissus apres la naissance. Le géne
IGF2 code une protéine qui joue un réle majeur dans la croissance embryonnaire et
foetale, le gene H19 encode un long ARN non codant qui permet de réguler la

croissance et la prolifération cellulaire (Shmela and Gicquel, 2013).

En ce qui concerne I'lCR2, c’est une empreinte maternelle localisée au niveau du
11°™ intron du géne KCNQ1 comprenant un promoteur pour 'ARN non-codant
KCNQ1OT1 (ARN anti-sens). L'ICR2 présente une méthylation de 'ADN associée a
des marques répressives des histones sur l'alléle maternel et inversement sur l'alléle
paternel (Figure 12). Les marques d’empreinte sur l'allele maternel entrainent la
répression de '’ARN non-codant KCNQ1OT1 (et permet I'expression des geénes
CDKN1C, KCNQ1 sur cet alléle). En revanche, sur l'allele paternel non-méthylé,
'expression de KCNQ10OT1 entraine la répression de tous les génes codants
(Koerner et al., 2009; Pandey et al., 2008).

11.1.B.5 Exemples de dérégulations des régions soumises a empreinte
chez 'Homme

Plusieurs syndromes impliquant des anomalies de méthylation touchant des régions
soumises a empreinte ont été décrits a ce jour : tel que les syndromes de Beckwith-
Wiedemann (SBW), de Silver-Russell (SRS), de Prader-Willi (PWS), d’Angelman
(AS), de Kagami-Ogata (KOS), de Temple (TS), le Transient Neonatal Diabetes
Mellitus (TNDM), et le pseudohypoparathyroidisme de type Ib (PHP1b).
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Afin d’illustrer des cas de dérégulations des régions soumises a I'empreinte chez
I’'Homme nous poursuivons notre analyse de la région 11p15.5. Les dérégulations de
cette région sont en effet impliquées dans la survenue de deux pathologies liées a
'empreinte parentale : le syndrome de Beckwith-Wiedmann (SBW) et celui de Silver-
Russell (SRS) dont les phénotypes sont opposés. D’'une maniere générale, le SBW
est d0 a différentes atteintes génétiques ou épigénétiques de la région 11pl5 qui
vont conduire a une sous expression des génes maternelles et/ou une sur
expression paternelle entrainant une croissance excessive. A l'inverse le SRS est lié
a des défauts de la région 11pl5 entrainant une sous expression des geénes
paternels et/ou sur expression maternelle expliquant le retard de croissance
caractéristique de ce syndrome. Les principales anomalies génétiques et
épigénétiques de la région 11pl5 impliquées dans le SBW et SRS et connues a ce

jour sont recensées dans le tableau 1.

[1.1.B.5.a Syndrome de Beckwith-Wiedemann (SBW)

Le syndrome de Syndrome de Beckwith-Wiedemann (SBW) (OMIM 130650) est une
maladie pan-ethnique avec une prévalence estimée a 1/13 700 toutes causes
confondues. Elle touche aussi bien les filles que les gargcons, hormis dans les cas de
jumeaux monozygotes ou il existe une prédominance de filles. Le SBW
s’accompagne d’une croissance foetale (2°™ moitié de la grossesse) et postnatale
excessive (taille et poids de naissance), d’'une viscéromégalie, d’'une macroglossie,
d’anomalies du développement telles que 'omphalocéle, hernie ombilicale, diastasis
des droits ou hypertrophie hémicorporelle. Des tumeurs (néphroblastome ou tumeur
de Wilms, neuroblastome, hépatoblastome, corticosurénalome, rhabdomyosarcome)
sont associées dans environ 10 % des cas, cette fréquence pouvant varier de 2 a 30
% des cas selon 'anomalie moléculaire en cause mais étant surtout associée aux

anomalies localisées au niveau de ICR1 (Tableau 1).

Dans la population générale, le SBW est dans 60% des cas lieé a une anomalie
épigénétique (ou épimutation) die a une perte fonctionnelle de la méthylation de
'ICR2, conduisant a une expression biallelique du transcrit non codant KCNQ1OT1
et a une diminution de I'expression du géene CDKN1C (Demars et al., 2011; Gicquel
et al., 2005; Le Bouc et al., 2010). Dans 10% des cas une autre épimutation touchant

'ICR1 peut étre en cause. Dans ce cas il existe un gain de méthylation de
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I'ICR1/H19, conduisant a une diminution d’expression du géne H19, et a I'expression
biallelique du gene IGF2.

Dans 20% des cas, une anomalie structurale est en cause liée une disomie
uniparentale paternelle (présence de 2 copies d’'un méme chromosome paternel) qui
entraine un déséquilibre d’expression des genes soumis a empreinte du bras court
du chromosome 11 conduisant a la surexpression du géne IGF2 et a la répression
du géne KCNQ1. A noter q'une disomie uniparentale est die a un défaut de
recombinaison mitotique qui a lieu précocement durant le développement et qui
entraine un mosaicisme cellulaire. Dans 5% des cas, la pathologie est associée a
une mutation causant une perte de fonction de la protéine CDKN1C. Enfin dans
moins de 2% des cas, des anomalies cytogénétiques (duplication paternelle de la
région 11p15, inversion avec point de cassure dans I'un des domaines de la région

11p15, trisomie partielle 11p15) sont identifiées.

[1.1.B.5.b Syndrome de Silver-Russell (SRS)

Le syndrome de Silver Russell (SRS) (OMIM 180860) est bien plus rare de celui de
SBW, puisque son incidence est évaluée a 1/100 000 et sa prévalence a 1-9/1 000
000. Ce syndrome, miroir du SBW touche autant les filles que les gargons, associe
un retard de croissance intra-utérin et postnatal avec un périmetre cranien normal,
une asymétrie hémicorporelle de type hypotrophie, des anomalies faciales
caractéristiques (visage triangulaire) et des troubles alimentaires parfois majeurs
(Netchine et al., 2007).

Dans plus de 60% des cas une perte de méthylation de I'lCR1 (locus H19/IGF2) est
impliquée dans I'apparition d’'un SRS (Gicquel et al., 2005; Netchine et al., 2007).
L’hypométhylation de 'ICR1 sur l'alléle paternel permettrait la fixation de CTCF de
facon biallélique, et réprimerait I'expression du géne IGF2 expliquant ainsi le RCIU et

la petite taille post-natale observés dans ce syndrome.

Dans 10% des cas, le SRS est associé a une disomie uniparentale maternelle du
chromosome 7 (Gicquel et al., 2005). La majorité des cas de SRS sont sporadiques
mais des formes familiales autosomiques dominantes ou autosomiques récessives,
ou encore liées a I'X ont été rapportées. Les autres causes sont plus rares et
comprennent des translocations de 'ensemble de la région 11p15 ou une duplication

de 'lCR2 maternelle.
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, inversion maternelle/ translocation déséquilibrée paternelle 1%
% isodisomie paternelle 20-25%
S < Altérations de I' ICR1 Altérations de I' ICR2
cqé) @ | Gain de méthylation de I'ADN / ICR1 10% Mutation maternelle de COKN1C 5%
z % >facteurs Trans : pas de connu Perte de méthylation de I'ADN / ICR2 60%
0P pas de mutation CTCF >facteurs Trans : 25%

g = pas de MHD MHD
-§ >facteurs Cis 20% mutations NLRP2 rare
U>)‘ délétion maternelle 1,4kb de ICR1 : 10% de mutation ZFP57

Syndrome de Silver-Rusell

mutation maternelle du site OCT4/SOX2
duplication de I'lCR1 paternel : rare
pas d'UPiD segmentaire

>facteurs cis: trés rare
délétion ICR2 maternel : rare
microduplication ICR2 maternel
pas d'UPiD segmentaire

Altérations de toute la région 11p15
translocation déséquilibrée maternelle 1%
isodisomie maternelle exceptionnelle

Altérations sur I'lCR1

Perte de méthylation de I''CR1 60%
> facteurs trans: 10%

MHD

pas de mutation ZPFP57

pas mutation de MBD3

pas de mutation CTCFL/BORIS
>facteurs cis : rare
microduplications ICR1 maternel : rare
délétion enhancers : rare
pas UPiD segmentaire

Altérations de I'lCR2
duplications de I'lCR2 maternel
pas de UPiD segmentaire

Tableau 1: Principales altérations génétiques et épigénétiques affectant les
régions ICR1 et ICR2 dans les syndromes de Beckwith-Wiedemann et de

Silver-Russell.

MHD : multilocus hypométhylation disorders ; UPID : uniparentale isodisomie

Adapnté de Demars et Gicauel. 2011.
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A noter que les patients SRS liés a une dérégulation de 'lCR1 sont plus a risque de
présenter des symptomes classiques du syndrome alors que ceux dids a une disomie
uniparentale du chromosome 7 sont plus a risque de présenter des problemes

d’apprentissage notamment de la parole (Netchine et al., 2007).

Néanmoins comme pour le SBW, pour une méme anomalie moléculaire détectée il
existe des variabilités phénotypiques (Demars et Gicquel 2012). Cela peut étre lié a
un mosaicisme cellulaire, comme c’est le cas pour les disomies uniparentales du
chromosome 7 et préfigure d'une apparition post zygotigue de [I'anomalie
moléculaire. Cependant, la découverte d’'une perte de méthylation sur plusieurs loci
soumis a empreinte dans certains cas de pathologies liées a 'empreinte a suggérer

I'implication de facteurs en trans (Brioude et al., 2018; Rossignol et al., 2006).

11.1.B.5.c Facteurs trans et cis impliqués dans le SBW et SRS

Ainsi, dans prés de 60% des cas, les syndromes de SBW et SRS sont associés a
une anomalie épigénétique isolée de la région 11p15. Néanmoins, aujourd’hui nous
ne savons pas quelle est la proportion d’épimutation primaire (sans facteur génétique
associ€) et d’épimutation secondaire a une dérégulation d’un facteur génétique en
cis ou en trans. Les principaux facteurs cis ou trans connus a ce jour pour étre
impliqués dans les SBW et SRS sont répertoriés dans le tableau 1. L'implication de
facteurs trans dans la pathogenése des syndromes liés a I'empreinte date de 2006,
quand il a été découvert que des patients atteints de SBW et ceux présentant un
« transient neonatal diabetes mellitus de type 1» présentaient une perte de
méthylation de I'ADN sur des loci différents du locus causal (ICR2 et ZAC1,
respectivement) (Rossignol et al., 2006). Ceci a été confirmé depuis dans d’autres
études pour les syndromes de SBW et le SRS et a permis de définir une nouvelle
classe de pathologie liée a 'empreinte : multilocus hypomethylation disorder (MHD)
(Demars de Gicquel 2012 ; Brioude et al., 2018). Les principales caractéristiques
sont le profil en mosaique pouvant impliqué a la fois des ICRs maternelles ou
paternelles, suggérant plutét une apparition durant la maintenance de I'empreinte

(post zygotique) plutot que lors de I'établissement de 'empreinte.
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I1.1.C Techniques d’analyse de la méthylation de ’ADN

Les techniques moléculaires utilisées pour analyser la méthylation de 'ADN ont
considérablement évolué cette derniere décennie avec notamment larrivée du
séquencage a haut débit. Si les techniqgues de PCR méthylation spécifique restent la
référence pour détecter des anomalies de méthylation de 'ADN dans des régions
connues, tout comme le pyroséquencgage ou le clonage séquengage, I'analyse de la
méthylation globale a connu un essor fulgurant avec l'arrivée des puces a ADN et
des nouvelles approches utilisant le séquencage haut débit tel que le Reduced
Representation Bisulfite Sequencing (RRBS).

Historiquement la détection de la méthylation de 'ADN repose sur trois principes : 1/
elle peut étre détectée directement parce qu’elle crée ou fait disparaitre un site de
restriction enzymatique de 'ADN 2/ ’ADN méthylé peut étre sélectionné/enrichi par
immuno-précipitation avec des anticorps anti 5MeC (voir des anticorps dirigés contre
des protéines reconnaissant spécifiquement 'ADN méthylé 3/ la bisulfitation de
'’ADN (Figure 13) permet de « fixer » I'état de méthylation de 'ADN et le rend donc
analysable par des techniques bas débit comme la PCR de méthylation spécifique
(MS-PCR) ou encore par le pyroséquencage ainsi que par des technologies haut

débit comme le séquencgage, I'utilisation de puces dédiées ou le RRBS.

Compte tenu du nombre important de techniques publiées a ce jour, nous nous
focaliserons dans ce chapitre sur les techniques les plus référencées actuellement

avec notamment celles utilisées dans ce travail expérimental.

Déamination
Sulfonation hydrolyse Désulfonation
NH, NH, 0 0
Ha+? | HSOs  H.\42 HyO +NH,* H\Nﬂj\ Ho  Hswy |
07 "N HO" 0”7 "N” “soy o)\,:, so, HSOy O "N
H H H H
Cytosine Sulfonate de Cytosine Sulfonate d'Uracile Uracile

Figure 13 : Bisulfitation de ’ADN
Cette réaction enzymatique permet de convertir, par désamination hydrolytique, une cytosine (C) en
uracile (U). Ainsi seules les cytosines méthylées resteront présentes apres traitement au bisulfite.
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[1.1.C.1.Analyse de la méthylation de 'ADN sur des régions spécifiques

[1.1.C.1.a Analyse par digestion enzymatique et Southern Blot

C’est une des premiéres techniques décrites qui est basée sur l'utilisation de deux
enzymes de restriction reconnaissant le méme site, 'une étant sensible a la
méthylation et l'autre pas (Gicquel et al.,, 2005). En effet Mspl a la propriété de
couper I'’ADN au niveau d’'un site CCGG indifféremment du statut de méthylation
alors que Hpall est sensible a la méthylation et ne peut couper cette séquence qu’en
'absence de cytosine méthylée. L’ADN obtenu est ensuite analysé par Southern
Blot. Ainsi la comparaison des bandes obtenues aprés migration permet d’identifier
la présence de cytosine méthylée : une différence de taille sera en faveur d’'une
méthylation alors qu’une taille identique indiquera I'absence de méthylation sur ce
site.

Cette technique a l'avantage d’étre peu colteuse, elle est rapide et permet
d’analyser un grand nombre d’échantillons. Elle a été la technique de référence dans
de nombreux laboratoire de routine, notamment pour le diagnostic de pathologies
liees a 'empreinte. Cependant cette technique est restreinte a un nombre trés limité

de CpGs localisés spécifiquement sur un site CCGG.

[1.1.C.1.b MS-PCR: PCR méthylation spécifique

C’est la technique de détection de la 5meC la plus sensible analytiguement (environ
0.01%) et la plus sensible a un locus spécifique (Herman et al., 1996). Elle utilise
deux paires d’amorces complémentaires de la version méthylée (M) et de la version
non-méthylée (U) de 'ADN bisulfité considéré. Idéalement, ces amorces encadrent la
région a interroger et ne contiennent pas de CG (mais ce n’est pas toujours
réalisable). La technique est facile a mettre en ceuvre, économique et spécifique de
la séquence d’ADN sondée. La détection des amplicons peut se faire soit par
électrophorése en gel d’agarose, soit par MS-PCR quantitative (gMS-PCR) les
amplicons sont détectés lors de leurs fusions thermiques (relargage et capture du
SYBR Green lors de la fusion puis de la reconstitution des amplicons). Aprés
bisulfitation, les amplicons M conservant le dinucléotide CG sont reconnus par une
amorce GC alors que les amplicons U contenant le dinucléotide UG sont reconnus

avec une amorce AG.
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Figure 14 : Principe de I’ ASMM RTQ-PCR

Aprés traitement au bisulfite de sodium, les 2 amorces sont couplées avec des fluorochromes
différents FAM (F) et VIC (V), qui reconnaissent spécifiquement soit I'alléle méthylé soit le non
méthylé. Aprés élongation les amorces sont dégradées et les deux fluorochromes sont alors
libérés et détectés.

Cercles noirs : cytosines méthylées; cercles blancs: cytosines non méthylées; NFQ: non
fluorescent quencher; MGB: minor groove binder.

Extrait d’ Azzi et al, 2011.
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Les amplicons U contiennent en plus des T des U et sont donc plus riches en ces
bases que les amplicons M. Leur température de fusion (Tm) est moins élevée que
la température de fusion des amplicons M. Seuls quelques sites CG dans environ
200 pb d’ADN sont interrogeables par chaque gMS-PCR : c'est la limite de la
technologie.

Dans une autre variante de gMS-PCR, plus onéreuse : Methylight, des sondes
TagMan reconnaissent chaque type d’amplicons U et M. La quantification des

amplicons devient alors possible grace a l'utilisation d’étalons.

I1.1.C.1.c Allele Specific methylation real time quantitative- PCR
:ASM RTQ-PCR

L’ASMM RTQ-PCR a été développée par I'équipe d’lréne Netchine (Azzi et al.,
2011) et permet d’allier quantification et détection allélique. En effet cette technique
est basée sur I'association d’'une technologie utilisant le génotypage des alléles et la
sonde TagMan couramment utilisée dans la gRT-PCR.

Un traitement au bisulfite de sodium est initialement réalisé afin d’identifier les
CpG méthylés. La discrimination des 2 alleles est ensuite effectuée en utilisant 2
sondes qui reconnaissent spécifiquement l'allele méthylé (contenant des résidus C)
et l'allele non méthylé (contenant des résidus T). Le principe de la qRT-PCR est
ensuite appliqué. Cette technique a été développé spécifiquement pour I'analyse des
régions spécifiques ICR1 et ICR2 de la région 11pl5 dans le cadre des
diagnostiques des pathologies liées a 'empreinte : le SRS et le SBW.

Cette technique offre une sensibilité plus importante que le southern blot, elle

est de plus, plus rapide, simple et moins onéreuse.
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[1.1.C.1.d Clonage-séquencage

Le principe repose sur l'isolement dans des bactéries (= clonage) des produits de
PCR obtenus aprés amplification de I'ADN bisulfité (Zhang et al., 2009). On a ainsi
dans chaque bactérie un seul fragment de PCR qu'il sera facile d'analyser apres
amplification par culture bactérienne. Cette analyse consiste en un séquencage du
fragment inséré dans la bactérie. Par comparaison avec la séquence d'origine, il est
facile de vérifier au niveau des doublets CG si le brin examiné a conservé une
Cytosine (C) (donc ce site était initialement méthylé) ou si il présente une Thymine
(T) (signe que ce site était déméthylé). En plus de linformation sur I'état de
méthylation de tous les CG, on a également une information sur [|'haplotype
épigénétique, c'est a dire la répartition des doublets CG méthylés et déméthylés sur

les deux alléles.

La difficulté de mise en ceuvre de cette technique vient du fait que pour avoir une
représentation correcte de I'état de méthylation des différentes molécules d'ADN
présentes dans I'échantillon initial, il faut analyser plusieurs clones bactériens (au
minimum 20, et plus on en analyse, meilleure est la représentation statistique), ce qui
représente rapidement une quantité de travail tres importante. De ce fait, cette
technique est maintenant réservée pour un screening d'une population modérée

d'individus.

I1.1.C.1.e Pyroséquencage

Il s'agit d'une technologie de séquencage direct qui permet d'obtenir rapidement un
profil de méthylation pour tous les doublets CG d'une région donnée (Tost and Gut,
2007). Cependant, contrairement au clonage, elle ne donne aucune indication
quant aux haplotypes de méthylation (c'est a dire quant a la répartition des CG
méthylés et déméthylés sur les deux alleles). Son principal avantage est sa

rapidité.
Principe du Pyroséquencage

Les nucléotides ne sont pas ajoutés tous ensemble comme dans les réactions de
séquence normales, mais I'un apres l'autre (Figure 15). Si le nucléotide ajouté dans

le milieu réactionnel correspond a celui attendu par la Polymérase, il est incorporé
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Figure 15: Principe de la technique du pyroséquencage

Réaction de néosynthése d’un brin d’ADN par incorporation séquentielle de nucléotides, accompagnée
de la libération d’un pyrophosphate induisant une émission de lumiére. D’aprés reasearchate.net
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dans le brin en cours de synthése en libérant un PyroPhosphate. Grace a une ATP
Sulfurylase, ce pyrophosphate est transformé en ATP qui est utilisé par la luciférase
pour émettre un signal lumineux. C'est ce signal qui est capté par le séquenceur qui
le reproduit sous la forme d'un pic sur le Pyrogramme. La hauteur de ce pic est
fonction de lintensité du signal lumineux, elle-méme proportionnelle au nombre de
nucléotides incorporés en méme temps. On peut donc déduire la séquence par la
taille des pics obtenus. Par ailleurs, en cas de mélange de nucléotides a une méme
position (polymorphisme de séquence), la taille des pics permet d'avoir une

quantification de la proportion de brins porteurs de I'un ou l'autre des nucléotides.

Apres traitement de 'ADN au bisulfite, l'information épigénétique est transformée en
un polymorphisme génétique C ou T au niveau de chaque CG de la région. Les
proportions respectives de C et de T pour chaque position peuvent donc étre
mesurées par pyroséquengage. C’est cette proportion (sous forme de ratio T/C)

qui refléte le pourcentage de méthylation.

On obtient donc une mesure précise et quantitative de la proportion de CG méthylés
et déméthylés pour chaque position, mesure qui repose non pas sur l'analyse de
quelgues brins comme dans le cas du clonage, mais sur I'ensemble des molécules
d'ADN présentes initialement dans I'échantillon. Dans la mesure ou cette analyse est
rapide, on peut envisager de passer aisément un grand nombre d'échantillons. I
existe cependant des limites : la taille des fragments analysables ne dépasse pas en
moyenne 50 - 60 nucléotides a chaque séquence et cette techniqgue ne donne
aucune information quant a la répartition de la méthylation sur les deux alleles. Par
exemple, si une position est méthylée a 50%, cela peut correspondre soit a un allele
toujours méthylé et l'autre toujours déméthylé (cas des DMRS), soit a une position

méthylée dans 50 % des cas sans spécificité d'alléle.

Etapes du pyroséquencage

Apres traitement au bisulfite et amplification par PCR, les fragments d’ADN ciblés
sont passés au pyrosequenceur (Figure 15).

Des adaptateurs vont se fixer aux extrémités des fragments d'ADN simple brin. L'un
des adaptateurs contient la biotine qui se fixe a la streptavidine, elle-méme fixée sur
une bille. Le rapport billes/molécules d'ADN est tel que la plupart des billes ne fixent
qgu'une molécule de fragment d'ADN.

Aprés dénaturation, I'amplicon PCR monocaténaire biotinylé est isolé et s’hybride

avec une amorce de séquencage. L'amorce hybride et le modéle simple brin sont
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incubés avec les enzymes ADN polymérase, ATP sulfurylase, luciférase et apyrase,
ainsi que les substrats adénosine 5 ‘phosphosulfate (APS) et luciférine. Le premier
désoxyribonucléotide triphosphate (dNTP) est ajouté a la réaction. L'ADN
polymérase catalyse l'addition du dNTP & l'amorce de séquencage, si elle est
complémentaire a la base dans le brin matrice. Chaque incorporation est
accompagnée par la libération de pyrophosphate (PPi) en une quantité équimolaire a
la quantité de nucléotides incorpores.

L'ATP sulfurylase convertit le PPi en ATP en présence d’APS. Cet ATP entraine la
conversion de la luciférine par la luciférase en oxyluciférine qui génere de la lumiere
visible en des quantités qui sont proportionnelles a la quantité d'ATP. La lumiére
produite dans la réaction catalysée par la luciférase est détectée par une caméra a
dispositif & couplage de charge et considérée comme un pic dans la sortie de
données brutes (Pyrogram). La hauteur de chaque pic (signal lumineux) est

proportionnelle au nombre de nucléotides incorporés. (Figure 15).

[1.1.C.2 Analyse globale de la méthylation de 'ADN

I1.1.C.2.a Analyse de la méthylation sur puces

Apres traitement au bisulfite de sodium les séquences d’ADN obtenues sont ensuite
analysées grace a une puce sur laquelle se réalise une hybridation via une amorce
allele spécifique de 50 paires de bases et d’'une extension d’une seule base marquée
par un fluorochrome. Lors de cette étape, chaque séquence d’ADN va se fixer sur
'amorce qui aura la séquence complémentaire.

A ce jour les deux fournisseurs de puces épigénétiques sont illumina et Agilent qui
utilisent des technologies différentes. La premiere consiste a génotyper des single
Nucleotide Polymorphism (SNP) alors que la seconde est basée sur l'utilisation de
sondes de 60 bases.

Puce a ADN Illumina

Cette technologie est basée sur I'utilisation de puces couplées a des billes (bead-
aarays) et permet de génotyper 'ADN génomique aprés traitement au bisulfite. Pour
chaque site de méthylation, deux sondes spécifiques sont produites et couplées aux
billes. L'une se termine par “CG” ce qui permet d’hybrider les fragments méthylés, la
seconde se termine par “CA” pour I'hybridation des fragments non méthylés
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(conversion des cytosines non meéthylées en uracile par le bisulfite). S’il y a
hybridation parfaite (sonde méthylée/ADN méthylé ou sonde non méthylée/ADN non
méthylé), il y a élongation en 3’ d’'une seule base couplée a un fluorochrome dont la
fluorescence est détectée. En cas de mismatch (sonde méthylée/ADN non méthylé
ou sonde non méthylée/ADN méthylé), cette élongation n’est pas possible. Le niveau
de méthylation du locus est ensuite déterminé par le ratio de fluorescence des
signaux méthylés versus non méthylés.

La puce Infinium Human 450K (qui a remplacé la 27K) couvre 99 % des séquences
de références des génes (en moyenne 17 sites par gene répartis sur le promoteur ;
les régions 5’ et 3’ non traduites ; le 1°" exon principalement), 96 % des flots CpG et
leurs régions flanquantes plus quelques loci de types sites CpG en dehors des ilots
ou régions promotrices des miARNS.

Les avantages sont multiples : analyse simultanée de 12 échantillons par puce,
faible quantité d’ADN nécessaire (0,5 a 1 ug), automatisation possible et protocole

compatible avec des échantillons inclus en paraffine.

Puce a ADN Agilent
La société Agilent propose un panel plus large de produits pour les études
épigénétiques sur puces a ADN. La technologie repose sur l'utilisation de puces a
oligonucléotides de 60 bases produites in situ par dép6t des nucléotides sous forme
de jet c’est-a-dire sans aucun contact. Agilent propose I'étude de la méthylation avec
2 types de lames au format 244K c’est-a-dire constituées de 244 000 sondes.
- Human CpG island microarrays : Ces puces interrogent 27 800 flots CpG couvrant
environ 20 Mb sur le génome.
-Human DNA methylation microarray : Elles sont développées pour analyser les
régions promotrices des genes (5 081 régions) en plus des 27 627 iléts CpG de la
précédente puce.
Enfin, Agilent possede un outil sur internet nommé e-array qui permet a chaque
laboratoire de créer des puces a facon en fonction de leurs projets (épigénétique,

transcriptomique, CGH-array...) et selon tous les formats proposeés par le fabriquant.

De facon générale, I'utilisation des puces a ADN dans l'analyse de la méthylation a
'avantage de pouvoir intégrer les résultats obtenus avec d’autres données de type
profil d’expression des génes ou profil de miRNA.
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[1.1.C.2.b Etude de la méthylation par séquencage a haut débit

L’avénement du séquencage a haut débit couplé a des techniques de détection des
cytosines méthylées a révolutionné I'étude de la méthylation de 'ADN ces derniéres

années.

Méthode de détection immunologique : MeDIP-Seq

Les anticorps spécifiques des cytosines méthylées permettent une détection par
immunoprécipitation, selon une méthode appelée MeDIP (Methylated DNA
ImmunoPrecipitation) (Taiwo et al.,, 2012). En pratique, 'ADN est fragmenté par
sonication, et les fragments les plus méthylés seront les plus favorablement
précipités en présence de l'anticorps, permettant d’obtenir une fraction du génome
enrichie en méthylation. Couplée au séquencage a haut débit (MeDIP-seq), cette
méthode permet de mesurer une densité locale de méthylation, avec une résolution
d’environ 200 nucléotides correspondant a la taille moyenne des fragments obtenus
a lissue de la sonication, avec un colt raisonnable. Elle autorise une couverture
complete du génome, avec cependant un biais pour les régions les plus riches en
motifs CpG.

Une approche similaire, consiste a détecter des régions méthylées non pas par des
anticorps mais des complexes protéiqgues MBD-seq (methylated binding domain

sequencing).

Méthodes de détection chimique par le bisulfite : MethylC-Seq

Le traitement au bisulfite de I'échantillon d’ADN permet une lecture de la méthylation
par polymorphisme nucléotidique simple (SNP) dans laquelle un T correspond a une
cytosine non modifiée et un C a une cytosine méthylée sur le génome de référence
avant conversion. Pour information, les techniqgues de détection chimique ne
permettent pas la distinction entre cytosines méthylées et hydroxyméthylées mais,
compte tenu de la représentation beaucoup moins importante de ces derniéres (de
0,001 a 0,3 % des cytosines selon le contexte cellulaire), le taux de faux positifs
reste trés acceptable. Le séquencage complet de 'ADN aprés traitement au bisulfite,
ou WGBS (Whole-Genome Bisulfite Sequencing) permet d’accéder au statut de
méthylation de toutes les cytosines, représentant I'excellence de toutes les méthodes
de cartographie de la méthylation génomique. Incidemment, cela équivaut a

séquencer un genome dans son intégralité, avec une couverture d’au moins 30 X
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pour atteindre une représentation génomique et donc une définition optimale : le colt

est ainsi encore significativement élevé pour cette méthode.

11.1.C.2.c Reduced representation bisulfite sequencing (RRBS)

Le RBBS est une technigue de séquencage a haut débit, dérivé du WGBS (Whole
Genome Bisulfite Sequencing), qui permet d’analyser le profil de méthylation de
'’ADN avec une résolution a la paire de base. Cette technique combine l'utilisation
d’enzyme de restriction et le séquencage haut débit de I’ADN bisulfité afin d’analyser
les zones du génome riche en dinucléotides CpG. Cette technique a été développée
par Meissner et al. en 2005 afin de réduire la quantité de nucléotides devant étre
séquencés a seulement 1% du génome, réduisant ainsi considérablement le colt et
la durée du séquencage (Meissner et al., 2005). Le principe de la digestion
enzymatique permet de cibler la majorité des promoteurs riches en ilots CpG, ainsi
que des régions telles que des séquences répéetées qui sont difficiles a designer
lorsque des approches classiques de séquencage au bisulfite sont utilisées (Gu et
al., 2011).

Principe du RRBS

La premiére étape consiste a utiliser une enzyme de restriction Mspl, insensible a la
méthylation, qui coupe 'ADN génomique au niveau des sites CCGG (Figure 16). Une
réparation des extrémités des fragments est ensuite réalisée en ajoutant des dNTP.
Des adaptateurs venant se fixer aux extrémités de chaque fragment sont ensuite
incorporés et vont servir de support pour la réalisation de I'amplication par PCR
(utilisation de primers spécifiques). Une migration sur gel d’agarose permet de
sélectionner la taille des fragments a analyser. Un traitement au bisulfite de sodium,
permet de traiter TADN et de convertir les cytosines non méthylées en uracile. Une
seconde amplication et purification de 'ADN permet de constituer la librairie a
séquencer. Le séquencage est actuellement réaliser par la méthode illumina, avec
en général une lecture des 36 bases terminales. Des logiciels spécifiques sont
nécessaires pour réaliser I'alignement et 'analyse car I'effet de la digestion par Mspl
conduit a des fragments débutant soit par un C soit par un T, induisant un biais dans

la composition des bases (non radomisé) (Maq, BB Seeker, Bismark ou BSMAP).
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Figure 16: Principe de la technique du RRBS

1/ enzyme de restriction Mspl, insensible a la méthylation, qui coupe 'ADN génomique au niveau des
sites CCGG. 2/ réparation des extrémités des fragments en ajoutant des dNTP. 3/ adaptateurs se
fixant aux extrémités servant de support pour I'amplication par PCR 4/ migration sur gel d’agarose :
sélection des fragments a analyser. 5/ traitement au bisulfite de sodium, conversion des cytosines non
méthylées en uracile. 6/ seconde amplication et purification de 'ADN permet de constituer la librairie a
séquencer 7/ séquencgage.

Avantages

L’utilisation d’'une enzyme de restriction spécifique libérant les dinucléotides CpGs
préalablement au séquencage permet de réduire la durée et le colt du séquencage.
Un des avantages majeurs du RRBS est la faible quantit¢é d’ADN (10-300ng)
nécessaire qui offre la possibilité d’utiliser des échantillons précieux. De plus, cette
technique permet d’explorer des zones du génome difficlement analysables par les
méthodes conventionnelles de puce a ADN (illumina). C’est le cas en effet pour les
régions répétées et riches en CG ou le design d’étiquettes est compliqué et sous
représenté dans les puces commerciales. Le recours a une enzyme de conversion
permet de couvrir plus largement ces régions, et a tout son intérét dans les études
sur le développement et le cancer (Smith et al., 2009).

Limites

Mspl couvre une grande partie du génome mais pas totalement et des CpGs peuvent
manguer lors de I'analyse. Durant I'étape d’amplication par PCR, il est important
d’utiliser une polymérase « non proofreading » dans le cas contraire la polymérase
s’arréterait a 'uracile sur le fragment simple brin (ssDNA) entrainant des erreurs lors
du séquencage (Meissner et al., 2005). Le séquencage de I’ADN bisulfité est réalisé
a partir ’ADN simple brin, et nécessite une dénaturation compléte pour prévenir du
risque de formation de double brin (dsDNA) qui limiterait considérablement

I'interprétation des résultats.
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Comparaisons avec d’autres techniques

Les résultats obtenus a partir de RRBS et de MethylC-seq sont tres concordants

(Harris et al., 2010). Evidement la MethylC-seq présente une meilleure couverture de

'ensemble des CpGs du génome, néanmoins le RRBS offre une meilleure visibilité

des ilots CpG (Harris et al., 2010). En comparaison avec la meDiP-Seq, qui utilise le

principe d’immunoprécipitation des cytosines méthylées suivi d’'un séquengage, le

RBBS offre une meilleure résolution : au nucléotide pres en alors que la meDiP-Seq

est limitée a 150 paires de bases (Harris et al., 2010). Pour finir les résultats obtenus

a partir de RRBS et de puce a ADN lllumina Infinium sur le niveau de méthylation de

I’ADN sont fortement comparables avec un indice de corrélation de Pearson de 0.92

(Bock et al., 20

10) (Figure 17).
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Figure 17 : Comparaison de 4 techniques d’analyse de la méthylation de
I’ADN : WGBS, MeDIP-seq, RRBS et puce a ADN 450K bead array en terme
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II.2 Modifications épigénétiques au cours de la spermatogenese

Le spermatozoide est une cellule hautement différenciée capable de féconder un
ovocyte et de transmettre I'information génétique aux générations suivantes. Un long
processus de différenciation cellulaire : la spermatogenése, orchestré par deux
étapes clefs : la méiose et la spermiogenése, permet au spermatozoide d’acquérir un
génome haploide hautement condensé pourvu d’un flagelle. Durant la vie feetale les
cellules germinales colonisent les tubes séminiferes constituant un pool de cellules
diploides indifférenciées appelées spermatogonies A. Aprés la naissance chez la
souris et juste avant la puberté chez 'homme, ces spermatogonies A vont se
différenciées en spermatocyte primaire (ou spermatocyte I) qui ont la capacité
d’entrer en méiose pour donner des spermatides rondes (cellules haploides). Débute
ensuite la spermiogenése processus de différenciation par lequel les spermatides
rondes transcriptionnellement actives vont devenir des cellules pourvu d’un flagelle

et d’'un génome quasi inactif : les spermatozoides (Figure 18).
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Figure 18 : La spermatogenése

Chez 'homme, la spermatogenése est un processus complexe de différenciation cellulaire
au cours duquel a lieu la méiose et qui aboutit a la formation d’'une cellule haploide
hautement spécifique : le spermatozoide. Ce processus a lieu au sein des tubes
séminiferes en interaction avec les cellules de Sertoli et dure environ 64 jours.
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Durant la spermatogenése de nombreuses modifications épigénétiques vont se
succéder pour aboutir a un profil épigénétique spécifique (Figure 19). Tout débute
par un effacement majeur des marques épigénétiques dans les cellules germinales
primordiales suivi d’une réapposition progressive, et sexe spécifique (notamment au
niveau des genes soumis a empreinte (GSE). Aprés la méiose, le noyau des cellules
germinales males va étre le siege d’une profonde réorganisation : acétylation des
histones, intégration d’histones variants suivi d’'une transition histone-protamines. De
plus bien que transcriptionnellement « peu actif », le spermatozoide posséde
néanmoins un stock ’ARNm et des petits ARN non-codants, certes en quantité
dérisoire en comparaison a I'ovocyte mais qui pourrait jouer un réle important durant
la fécondation et les premieres étapes du développement embryonnaire, en

particulier lors de I'activation du génome embryonnaire.
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Figure 19 : Modifications épigénétiques au cours de la spermatogenése

Modification des histones, de la méthylation de I'’ADN, des petits ARN non codants
(ARNNC). Adapté de Carell et al, 2012.
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II.2.A Modifications de la chromatine durant la spermatogenéese

I1.2.A.1 Modifications des histones

Jusqu’au stade spermatide, 'ADN est compacté autour de nucléosome. Durant la
spermatogenése, les histones nucléosomales sont remplacées par des variants
d’histone, puis par des protéines de transition pour aboutir a une structure
chromatinienne 6 a 10 fois plus condensée autour des protamines (Balhorn, 2007,
Barral et al., 2017) (Figure 20).
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Figure 20: Evolution des marques épigénétigues au cours de la
spermatogenése et du développement embryonnaire précoce

A. Remodelage de la chromatine au cours de la spermatogenése puis décondensation de
la chromatine aprés la fécondation. Durant la spermiogenése (spermatide ->
spermatozoide) les histones sont remplacées par les protamines, seul 5% des histones
sont retenues en périphérie du noyau. Aprés la fécondation, les histones maternelles
vont remplacées les protamines.

B. Transformation des principales marques épigénétiques durant la spermatogenése.
Extrait de Ge et al, 2017
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Ces profonds changements chromatiniens apparaissent suite a une succession de
modifications biochimiques au niveau des histones. En effet initialement les histones
H3 et H4 sont fortement acétylées au niveau des cellules germinales primordiales,
puis une désacétylation va progressivement se produire durant le processus
meiotique. Lors de I'élongation des spermatides ré-apparait une hyperacétylation de
I'histone H4 (Carrell, 2012). Celle-ci conduirait a I'ouverture de la chromatine ce qui
permettrait a la topoisomérase d’agir et de créer des points de cassures facilitant
ainsi la libération des histones (Hoghoughi et al., 2018; Rathke et al., 2014).

La méthylation des histones et le timing d’apposition jouent également un réle majeur
dans la différenciation cellulaire et I'efficience de la spermatogenése. En effet, une
orchestration synchronisée de la méthylation mono-, bi-, tri-méthylée des histones
H3K4, H3K9 et H3K27 est essentielle pour la progression de la spermatogenése (Ge
et al.,, 2017) (Figure 20). Par exemple, le niveau de méthylation de H3K4 dans les
spermatogonies est un prérequis majeur pour amorcer la différenciation cellulaire
afin d’obtenir des spermatocytes |. Tout comme ['acétylation, le niveau de
méthylation globale des histones diminue fortement durant la méiose, cependant
certaines histones vont échapper a cette vague de déméthylation et avoir un réle
prépondérant durant la méiose. C’est le cas des histones H3K9 et H3K27 qui voient
leur niveau de méthylation augmenter durant la méiose (Carrell, 2012) (Figure 20).
Parallelement a ces maodifications post traductionnelles des histones, des variants
d’histones, synthétisés durant la spermatogenese et pour la plupart testicule-
spécifique, vont progressivement remplacer les histones (Rathke et al., 2014). La
présence de ces variants d’histones va modifier la structure de la chromatine et ainsi
enclencher des processus impliqués dans linitiation de la transcription et la
réparation de 'ADN (Bao and Bedford, 2016).

[1.2.A.2 Transition histones-protamines

Dans les spermatides, entre le retrait des histones et I'incorporation des protamines,
prés de 90% de la chromatine est constituée de protéine de transition. Il existe deux
types de protéines de transition TP1 et TP2 chez les mammiféeres. Le rble de
chacune de ces protéines n’est pas totalement définit, mais elles interviendraient
dans la relaxation de 'ADN permettant de libérer les histones, préambule nécessaire
a la protamination. L'étape ultime est le remplacement par les protamines. Chez

'hnomme, il existe deux types de protamines P1 et P2 dont le ratio est normalement
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de 0,8-1,2 (Carrell and Liu, 2001). La compaction des protamines résulte de la
formation de ponts disulfure entre celles-ci créant une structure chromatinienne
toroidale pres de 10 fois plus compacte (Cree et al., 2011). Cependant, cet échange
n’est pas total, environ 5-15% du génome humain (seulement 2% chez la souris) est
maintenu compacté autour de nucléosome composé par des histones ou des
histones variants et leur répartition n’est pas aléatoire (Hammoud et al., 2009) . En
effet, d’'apres les données établies par Hammoud et al, les régions enrichies en
histones correspondraient a des loci impliqués dans le développement de 'embryon :
clusters de genes soumis a empreinte, miARNS, cluster HOX genes, des promoteurs
de genes impliqués dans le développement et des facteurs de transcription (Erkek
et al.,, 2013; Hammoud et al., 2009a). Pour d’autres, elles correspondraient a des
régions pauvres en genes et riches en séquences répétées (Carone et al., 2014;
Samans et al., 2014). La non-concordance de ces observations pourraient étre liées
a différentes méthodes d’isolement des histones, particulierement a la concentration
de nucléase micrococcal (MNase) utilisée pour isoler la fraction nucléosomale
(Carone et al., 2014). En effet, les nucléosomes présents en regard des promoteurs
sont nettement plus résistant a la digestion par la MNase, et leur isolement nécessite
une concentration élevée d’enzyme contrairement aux régions pauvres en génes et

riches en séquences répétées.

Ainisi, le réle des ~ 5% d’histones présentes dans le spermatozoide humain est
encore largement débattu (pour revue Champroux et al., 2018) et souleve également
la question du risque de transmission inter (voir trans) générationnelle via le gaméte
(chapitre 11.7).
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Il.2.B Méthylation de ’ADN et spermatogenése

[1.2.B.1 La reprogrammation épigénétique gametique

Dans I'embryon de souris, tout commence vers 6 jours post-coitum (jpc); une
poignée de cellules prennent un destin germinal au sein de I'épiblaste proximal, sous
'impulsion de facteurs de croissance produits par I'ectoderme extra-embryonnaire
avoisinant. D'une situation a la base de [lallantois, les cellules germinales
primordiales (CGP) entrent ensuite en phase de prolifération et de migration de 8,5 a
9,5 jpc et colonisent les ébauches gonadiques entre 10,5 et 11,5 jpc. Jusqu’a ce
stade, les gonades sont sexuellement indifférenciées.

A 12,5 jpc, I'expression du gene Sry (chromosome Y) détermine l'identité sexuelle
de I'embryon: les PGC femelles entrent en méiose, alors que les CGP males
conservent leur activité mitotique jusqu'a 14,5 jours. A ce stade, les CGP males
arrétent de se diviser (phase de quiescence GO0/G1l) et prennent le nom de
prospermatogonies. L’arrét mitotique est levé a la naissance et les
prospermatogonies se différencient en cellules spermatogoniales souches (SSC),
dont les divisions asymétriques produisent des cellules a capacité d’auto-
renouvellement qui maintiennent la réserve de cellules précurseurs, et des cellules
s’engageant dans le processus de différenciation spermatogénétique pour produire
les spermatozoides.

L’acquisition de lidentité « germinale » s’accompagne d’une reprogrammation
épigénétique intense en deux temps, tout d’abord au cours de la migration des CGP
vers les gonades, puis au moment de leur arrivée dans les gonades vers 10,5 jpc
(Figure 21). L’initiation de cette reprogrammation n’est pas trés bien connue,
néanmoins la migration est marquée par I'expression de Blimp1, initiateur spécifique
de différenciation des cellules germinales primordiales par répression du programme
« somatiques » des cellules épiblastiques. Blimpl (B-lymphocyte-induced maturation
protein 1) interagit avec plusieurs régulateurs épigénétiques, dont notamment les
histones déacétylases. D’autres facteurs transcriptionnels ont été identifies a ce
stade de différenciation : Prdm14 et Tcfap2c. Le premier permettrait la réactivation
de la pluripotence et le maintien du statut de méthylation des histones, le second
assurerait la migration et la maintenance de la population des CGP (Magnusdattir et
al., 2013).

A l'issue de cette reprogrammation, d’'un taux de méthylation de I'ADN initial de 60 a
80 %, la cellule CGP ayant colonisé les gonades maéles atteint un niveau basal de
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méthylation de 7 a 15% environ (Kagiwada et al., 2013b; Messerschmidt et al., 2014;
Monk, 2015; Seisenberger et al., 2012b). Cet effacement des marques épigénétiques
est a la fois lié a une perte de la maintenance, par répression de DNMTs de novo et
DNMTI-cofacteur UHRFI (effet de dilution lors de la réplication de 'ADN) (Kagiwada
et al., 2013a) couplé a un phénomene actif de déméthylation régulé par le complexe
enzymatique TET qui convertit la 5meC en hydroxymethylcytosine (5hmC) (Hajkova
et al., 2010). Cette relaxation est nécessaire pour activer 'expression des genes de
germinalité et de pluripotence et concerne également les genes soumis a empreinte
(chapitre 11.2.A).

Bien que la majorité du génome soit déméthylé dans les CGP, I'analyse globale du
profil de méthylation du génome a révélé qu'un certain nombre de loci (4730)
échappent a cette déméthylation (avec >40% 5meC) correspondant principalement a
des régions riches en séquences répétées (Hackett et al., 2013; Seisenberger et al.,
2012a; Tang et al., 2015) et des loci connus pour étre associés a des troubles du
métabolisme et du développement neurologiques (Gkountela et al., 2015; Guo et al.,
2015). C’est le cas chez la souris de IAPTR1, élément répété le plus mobile et
potentiellement mutagéne, qui nécessiterait d'un «silencing» durant la
reprogrammation des cellules germinales (Heard et martiensen, 2014). La raison
pour laquelle ces éléments échappent a la reprogrammation n’est pas encore tres
claire mais ceci pourrait permettre de maintenir une certaine stabilité du génome

limitant ainsi I'apparition de mutation.

Suite a cette vague de déméthylation, une reméthylation spécifique va s’effectuer au
niveau des spermatogonies et des spermatocytes |, avant I'entrée en méiose (Figure
21). Ce phénomeéne de reméthylation se déroule majoritairement durant la vie foetale
mais ne s’achéve qu'au stade pachyténe dans le spermatocyte, soit aprés la
naissance (Trasler, 2009). Cette phase de reméthylation va permettre I'établissement
subséquent de marques de méthylation qui refletent le sexe de [lindividu :
établissement de I'empreinte parentale (chapitre 11.1.B) Ces marques différentielles
parentales ont une incidence cruciale sur le développement de I'embryon, en
modulant la dose des génes concernés par expression mono-allélique (Hackett et al.,
2013). Chez la souris, la réalisation d’'un KO conditionnel de DNMT3A dans les
cellules germinales (de novo DNA méthyltransférase dans les CGP) induit une
apoptose de celles-ci et une perte d’'empreinte paternelle (Oakes et al., 2007), un KO

de DNMT3I (cofacteur de DNMT3A) est responsable d’un arrét de la méiose au
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niveau des spermatocytes par asynapsis des chromosomes ainsi que des défauts de

méthylation des GSE et des éléments répétés (Oakes et al., 2007).

Chez 'homme, compte tenu des limites éthiques et d’accessibilité des cellules
germinales, ce phénoméne de reprogrammation est nettement moins documenté.
Une premiére étude basée sur I'analyse de méthylation de I''CR H19/IGF2, GSE
paternel, révélait une déméthylation totale de ce locus dans les spermatogonies
foetales (Kerjean et al., 2000). Quant a I'analyse sélective des cellules germinales a
partir de biopsie testiculaire d’hommes adultes, elle montrait des niveaux différents
de méthylation de cet ICR: une méthylation incomplete des spermatogonies
devenant totale dans les spermatides et les spermatozoides analysés. Une
deuxieme étude, d’analyse globale de la méthylation par 'immunohistochimie a l'aide
d’anticorps 5meC, réalisée a partir de biopsies de gonades a différents stades de la
vie foetale ainsi que des biopsies testiculaires réalisées chez des enfants, montrait
une augmentation progressive du niveau de méthylation au cours de la
différenciation des cellules germinales (Wermann et al., 2010). De plus, I'absence de
méthylation sur la DMR MEST/PEG1 (empreinte maternelle) au niveau des
spermatogonies et des spermatocytes |, observée par Kerjean et al, suggérait un
mécanisme similaire d’effacement d’empreinte maternelle au cours de la
spermatogenése chez 'homme. Néanmoins si les données établies chez 'homme
semblent conforter I'idée qu'il existerait comme chez la souris un phénoméne
d’effacement, la chronologie exacte de ces événements, notamment de la
reméthylation reste encore a définir. Des données récentes établies chez le singe
ouistiti vont dans ce sens (Langenstroth-Rower et al., 2017). En effet, aprés analyse
de la méthylation globlale et par pyroséquencage sur des séquences soumises a
empreinte (H19, LIT1, SNRPN, MEST, OCT4, MAGE-A4 et DDX-4), I'équipe de
Langenstroth-Rower ont mis en évidence que le niveau de méthylation s’établit
progressivement jusqu’a I'age adulte dans cette espéce. Néanmoins le statut de
méthylation de la séquence alu était totalement établi a la naissance, suggérant que
sur 'ensemble du génome les séquences répétées sont fortement inactivées par la
méthylation, prévenant ainsi les possibles réactivations (Langenstroth-Rower et al.,
2017).
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[1.2.B.2 Etat de méthylation du spermatozoide

L’analyse globale de méthylation de ’ADN du spermatozoide réalisé par séquencgage
aprées traitement au bisulfite révélait un haut niveau de méthylation 80% (Molaro et
al., 2011) en comparaison a un ovocyte mature (55%) ou un embryon (Guo et al.,
2015; Smith and Meissner, 2013). Cependant, ce degré de méthylation n’est pas
uniforme, il existe des régions fortement hypométhylées, correspondant a des
promoteurs de génes impliqués dans le développement précoce de I'embryon, et qui
seraient plus larges et d’'un niveau de méthylation plus faible qu’elles ne le sont dans
les cellules somatiques (Camprubi et al., 2017). C’est le cas de la famille des génes
HOX (génes essentiels au développement axial de I'embryon), a contrario les
promoteurs des genes impliqgués dans la pluripotence (Oct4, Nanog) sont quant a
eux fortement méthylés (Ward, 2010). La relation entre ce profil de méthylation
spécifique et le début du développement embryonnaire n’est pas encore trés clair,
mais il se pourrait que certains genes impliqués dans le développement soient
« apprétés », c'est-a-dire hypométhylés, en vue d'une activation rapide afin
d’amorcer le début du développement embryonnaire. D’autant plus que ces régions
correspondraient aux rares régions du génome spermatique associées a des
histones ou des variants d’histones, contrairement au reste du génome soumis au
haut degré de compaction imposé par la protamination (Hammoud et al., 2009,
Erkek et al., 2013).

1.2.C Petits ARN non codants et spermatogenése

Malgré une faible quantité d’ARN dans le spermatozoide, plusieurs classes de petits
ARN non codants ont pu étre identifiées. Il s’agit principalement de miARNs et de
PiARNSs, et notamment des tARN-derived small ARNs : (tSARNS) qui sont fortement
présents dans le spermatozoide mature mais dont on connait peu de chose a I'heure
actuelle (Chen et al., 2016a; Jodar et al., 2013; Krawetz et al., 2011). D’autres
classes, en quantité nettement plus faible ont pu étre détectées tels que les des

endogenous small interfering ARNs (siARNSs), snARNSs ou encore les snoARNS.
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- miARNS et spermatogenese

Les miARNS représentent la majorité des petits ARN non codants dans les cellules
germinales males, et certains sont exclusivement ou préférentiellement exprimés au
niveau du testicule (Kotaja, 2014). Par exemple, miR-146 est fortement exprimé
dans les spermatogonies de type A chez la souris et participe au maintien du statut
indifférencié des spermatogonies en modulant lactivité de [l'acide rétinoique,
inducteur de la différenciation spermatogoniale (Huszar and Payne, 2013). Les
MIARNS interviennent également lors de la transition histone-protamine, c’est le cas
de miR-469 et miR122a qui ont pour cibles certaines protéines de transition (Tp2)
(Yu et al.,, 2005). Chez I'homme, miR-34c serait fortement exprimé durant la
spermatogenése (Krawetz et al.,, 2011) et impligué a plusieurs niveaux de la
différenciation spermatique, chez la souris sa présence apparait essentielle lors de la
synthése de 'ADN du zygote ainsi que lors de la premiere division mitotique (Liu et
al., 2012). Leur rbéle semble donc crucial dans la maturation de la lignée germinale et
le controle de la fertilité masculine mais également dans le développement

embryonnaire.

- piARNS et spermatogenese
Les piARNs ont également été isolés dans les cellules germinales chez de
nombreuses espéces (Hammoud et al., 2009; Krawetz et al., 2011; Peng et al.,
2012). Lors de la reprogrammation, le génome subit des vagues successives de
déméthylation/reméthylation qui pourraient faciliter [l'activation des éléments
transposables comme : SINE, LINE, LTR and MER. Les piARNs pourraient alors les
reconnaitre et participer a leur inactivation. (kratwetz et al., 2011). Leur r6le dans le
spermatozoide n’est pas tout a fait clair, mais les piARNs pourraient intervenir dans

la prévention de la réactivation des TE dans I'embryon (Jodar et al., 2013).
- tsSARNs et spermatogenése

La présence des tsARNs a été rapportée pour la premiére fois en 2012 dans des
spermatozoides de souris aprés analyse par séquencage des ARN spermatiques
(Chen et al., 2016a; Jodar et al., 2013; Krawetz et al., 2011). lls dérivent
essentiellement de l'extrémité 5’ des tARNs (29-34 nucléotides) et seraient plus
abondants que les miARNSs dans le sperme. Le détail de leur biogenese reste encore
inconnue, mais linjection de tsARNs dans I'embryon de souris modifieraient
'expression des génes embryonnaires indiquant leur réle potentiel au cours du
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développement embryonnaire précoce (Sharma, 2015).

De plus récemment, des études ont montré que la modification de composition des
petits ARNs au cours de la spermatogenése pourrait étre liée aux échanges
s’établissant durant la maturation spermatique notamment au niveau de I'épididyme.
En effet, il a été montré que des épididymosomes (vésicules provenant de
I'épithélium epididymaire) contiennent des petit ARNnc (Champroux et al., 2018 ;
Sharma et al., 2016).

Relative spatiotemporal distribution

Round
Spermatogomum i spermatid

Spermatocyte Elongating Spermatozoa
spermatld

Testis Epididymis

Figure 22: Evolution spatio-temporelle des petits ARN non
codants au cours de la spermatogenese
Extrait de Chen et al, 2016a
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1.3 Modifications épigénétiques durant le développement pré-
implantatoire

Au sein de I'embryon, les cellules sont au départ toutes identiques, présentant la
capacité de totipotence. Elles vont rapidement recevoir des signaux tres orchestrés
les conduisant a activer ou inactiver certains de leurs génes pour les différencier en
telle ou telle lignée cellulaire et permettre le développement de l'organisme. Des
enchainements de modifications épigénétiques : méthylation de '’ADN, conformation
de la chromatine, petits ARN... sont a lorigine de cette différenciation. Les
mécanismes d’action commencent a étre identifiés mais restent pour autant

parcellaires (pour revue Hanna et al., 2018).

Chez les mammiféres tout commence par une profonde reprogrammation
épigénétique, Toutefois, | ‘état de la chromatine de chacun des deux génomes
parentaux étant différent, les modifications épigénétiques qui les affectent sont
asymetriques. En effet, au stade zygote, le génome paternel subit de profonds
changements, les protamines sont remplacées par des histones maternelles et
s’accompagne d’un profond effacement de la méthylation de I'ADN. Une
déméthylation active médiée par les protéines TETs a été proposée (chapitre
[I.1.A.2). Le niveau de méthylation de 'ADN du génome maternel est quant a lui
préservé a ce stade. De plus, les histones associées au génome paternel sont
hyperacétylées, alors que la méthylation persiste sur les histones associées au
génome maternel.

S’en suit, une déméthylation passive jusqu'au stade blastocyte sur les deux
génomes parentaux. En effet, une autre partie de I'effacement se réalise par un
mécanisme passif, résultant d’'une dilution de la 5mC lors des divisions cellulaires
aprés la fécondation (Shen et al., 2014; Wang et al., 2012), autrement dit par une
dilution des marques épigénétiques lors de la réplication de 'ADN, le rétablissement
de la méthylation n’est pas effectué aprés la synthése de 'ADN. Cette déméthylation
n'est pas totalement uniforme et des séquences spécifiques y échappent,
notamment les ICRs et les séquences répétées tel que I'lAP (Smallwood et al.,
2011). Ce mécanisme de résistance n’est pas totalement résolu, mais le facteur
maternel CGP7 (Stella, Dppa3) pourrait prévenir le phénoméne de déméthylation en
se fixant sur H3K9me2, inactivant ainsi I'action de Tet3 (Wei et al., 2015). Cet état de

démeéthylation établit les propriétés de totipotence puis de pluripotence des cellules
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embryonnaires, cellules capables de se différencier vers tous les types cellulaires

d’'un organisme.

A la suite de cette vague de déméthylation, une reméthylation progressive de 'ADN
va se mettre en place, catalysée par les de novo DNA méthyltransférases DNMT3A
et DNMT3B (Goll and Bestor, 2005) initiant la reprogrammation du génome
embryonnaire ainsi que [lactivation du génome embryonnaire. Le lien entre
modifications épigénétiques et activation du génome embryonnaire n’est pas

totalement élucidé.

Comme pour le niveau de méthylation de I'ADN, un profond remodelage des
histones apparait conduisant a une réorganisation progressive de la structure
chromatienne, par exemple I'histone H3K4me3 doit étre reprogrammée afin d’initier
I'activation du génome embryonnaire et apparait grace a l'activité des deméthylases
KDM5B et KDMIA (Zhang et al.,2015). De nouvelles techniques d’analyse des
histones ATAC-seq (Assay for Transposase Accessible Chromatin with sequencing)
(Wu et al., 2017) et Hi-C (Du et al., 2017) ont montré que les zygotes présentent un
état chromatinien trés lache, qui se normalise progressivement en un état plus

canonical au stade blastocyte.

La cinétique de reprogrammation n’est pas identique entre les espéces. En effet
chez la souris, la déméthylation embryonnaire s’effectue au cours du premier cycle
cellulaire, le mécanisme de reméthylation apparaissant dés le stade 2 cellules,
contrairement a 'homme ou au lapin ou le phénoméne de déméthylation est plus
long, persistant jusqu’au stade blastocyte. A partir de ce stade, la méthylation de
'ADN se réappose différentiellement entre la masse cellulaire interne et le

trophectoderme ; constituant la premiére différentiation cellulaire.

Cette période fortement dynamique est caractérisée par un profond remodelage de

la chromatine ce qui la rend trés vulnérable aux perturbations environnementales.
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Extrait d’Hanna et al., 2018.

67




Il.4 Dérégulations épigénétiques spermatiques chez ’lhomme

Les premieres observations de dérégulations épigénétiques au niveau des
spermatozoides ont tout d’abord été constatées dans le contexte de [linfertilité
masculine. Il apparait aujourd’hui qu’il existe en effet un lien incontesté entre
perturbations épigénétiques et infertilité masculine, et que chaque niveau de
régulation (méthylation de [I'ADN, modifications d’histones, organisation
chromatinienne du spermatozoide..) puisse étre en cause (Boissonnas et al., 2013).
L’origine de telle dérégulation est encore aujourd’hui peu documentée, mais semble
multifactorielle et les facteurs environnementaux sont les premiers suspects. Il est
difficile d’évaluer les conséquences de telle dérégulation, d’évaluer leur caractére
pathologique ou non mais selon le niveau de dérégulation et la période d’apparition,
ces dérégulations pourraient potentiellement impacter durablement la santé des

enfants.

II.4.A Dérégulations épigénétiques et infertilité masculine

I1.4.A.1 Défauts d’organisation chromatinienne et infertilité

Des cas d’infertilité masculine rattachés a des défauts de modification post
traductionnelle des histones ont été décrits chez la souris et chez 'homme, c’est le
cas par exemple d’'une diminution du niveau de l'acétylation de I'histone H4 (Grimes
and Henderson, 1984; Sassone-Corsi, 2002; Sonnack et al., 2002; Fenic et al.,
2004). De plus, chez la souris, I'inhibition d’enzymes spécifiques impliquées dans les
mécanismes de régulation de l'acétylation et de la méthylation des histones
entrainent une infertilité des souris, une inhibition de [I'activit¢ de H3K4
méthyltransférase MII2 conduit en effet & une diminution significative du nombre de
spermatocytes et un blocage de la différenciation spermatique (Glaser et al., 2009).
Des défauts peuvent apparaitre lors de la transition histone-protamine. Chez la
souris, un KO de TP1 provoque une infertilit¢, bien qu'un phénoméne de
compensation par TP2 puisse apparaitre (Shirley et al.,, 2004). Un ratio P1/P2
anormal et/ou un faible taux de protamines sont associés a une augmentation de la
fragmentation de 'ADN, ce qui suggére qu’une condensation atypique de I'’ADN
serait plus exposée a des altérations de 'ADN et au stress oxydatif (Aoki et al., 2005;
Torregrosa et al., 2006; Aoki et al., 2006a). De plus, I'analyse globale du génome
réalisée par Hammound et al, sur la rétention des histones et le statut de méthylation
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de 'ADN du sperme de 7 hommes infertiles (4 hommes présentant 1 ratio P1/P2
altéré et 3 hommes dont le développement de leurs embryons s’est arrété lors d’une
FIV) a révélé que la répartition des histones semblait d’'une part non programmeée
chez ces patients (C’est a dire présentant une répartition randomisée) avec d’autre
part une sous représentation des histones régulatrices H3K4me et H4K27me au
niveau de régions impliquées dans le développement embryonnaire (facteurs de
transcription, GSE) (Hammoud et al., 2009b). Des défauts de méthylation de 'ADN
de promoteurs de génes impliqués dans le développement et ceux de GSE ont
également été rapportés. De plus, la réalisation de fécondation in vitro avec des
spermatozoides présentant un ratio P1/P2 altéré conduirait a une diminution de la
qualité embryonnaire et des taux de grossesses (Aoki et al., 2006b). Ainsi une
protamination défectueuse pourrait avoir un impact nuisible sur le pouvoir fécondant

du spermatozoide et le développement de 'embryon.

I1.4.A.2 Niveau de méthylation et paramétres spermatiques

De nombreuses études ont rapporté un lien entre altérations spermatiques et un
défaut de méthylation de 'ADN chez 'lhomme (Tableau 2). Considérant I'importance
de la mise en place de I'empreinte génomique durant la spermatogenése et des
conséquences potentielles en cas de dérégulation, un intérét particulier s’est porté
sur le statut de méthylation des GSE dans les spermatozoides d’hommes infertiles.
Marques et al, a ainsi comparé le niveau de méthylation de la DMR paternelle H19 et
celle maternelle (non méthylée) de MEST d’hommes infertiles a des hommes fertiles
(Marques et al., 2004). 25% des hommes oligozoospermiques présentaient une
baisse significative du niveau de méthylation de la DMR H19-IGF2, associée a une
corrélation entre la perte de méthylation et la diminution de la numération
spermatigue. Un statut anormalement méthylé de la DMR MEST avait été également
observé chez les patients présentant une oligozoospermie. Depuis, des résultats
similaires ont été rapportés par plusieurs équipes comprenant I'implication d’autres
GSE (Boissonnas et al., 2010; Hammoud et al., 2010; Kobayashi et al., 2007;
Poplinski et al., 2010; Sato et al., 2011) ainsi que pour certaine un lien entre défaut
de méthylation de la DMR H19-IGF2 et tératozoospermie (Boissonnas et al., 2010).
D’aprés une récente méta-analyse (Santi et al., 2017), linfertilité masculine serait
caractérisée par un risque 9 fois plus élevé d’étre associée a un défaut de
méthylation sur la DMR H19-IGF2 et d’environ 5% pour MEST et SNRPN que dans

les groupes contréles. Néanmoins ces résultats sont soumis a quelques réserves,
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Tableau 2 : Méthylation de I’ADN spermatique et infertilité: Overview et principaux résultats.

Références

Analyse de la méthylation Population- Echantillons

Principaux résultats

Meéthylation des GSE et parameétres spermatiques

Marques 2004 BS 27 NZ hommes corrélation hypométhylation H19 & oligozoospermie
2 GSE 43 O modéré :1 OA, 24 OT & 18 OAT
49 O sévere : 1 OA, 23 OT & 25 OAT
Marques 2008 BCS 5 NZ hommes corrélation défaut méthylation H19 &/or MEST & O < 10M /ml (7/15 patients)
2 GSE 14 OAT (O+/-sévere) pas corrélation avec méthylation de LINE 1
6 OT (O+/-séveére)
Kobayashi 2007 BCS 79 NZ hommes 34 patients avec défauts de méthylation spz
7 GSE 180 corrélation hypométhylation H19 & oligozoospermie
Boissonnas 2010 BPS 17 NZ hommes corrélation hypométhylation H19 & oligozoospermie & tératozoospermie
2 GSE 19T
22 O (+/- OA +/- OT)
Hammoud 2010 BCS 5 NZ donneurs corrélation défauts d’empreinte (6/7 GSE) & oligozoospermie
7 GSE 10 OAT
Poplinski 2010 BPS 33 NZ, hommes fertiles corrélation hypométhylation H19 & oligozoospermie
21G 148 patients AMP infertiles corrélation hyperméthylation MEST & asthénozoospermie & tératozoospermie
Sato 2011 COBRA 209 NZ hommes Défaut de méthylation / 47 échantillons avec au moins 1 défaut d’empreinte (13,9%)
8 GSE 61 O sévere (18 maternels, 18 paternels & 11 les deux)
67 O modérée
Montjean 2013 BCS 294 patients AMP infertiles: corrélation hypométhylation H19 & oligozoospermie
2 GSE -119NZ
-1750
Montjean 2015 BCS 92 patients AMP infertiles: corrélation hypométhylation H19 & oligozoospermie & mobilité
1 GSE -62 NZ corrélation inverse index fragmentation ADN & dénaturation ADN spermatique
-30 OAT
Kuhtz 2014 DBS -27 NZ Pas corrélation méthylation ADN & morphologie spermatique
-27 OAT

Meéthylation des promoteurs des genes impliqués dans la spermatogenése

Nanassy 2011 BPS 40 NZ, hommes fertiles corrélation hyperméthylation promoteur CREM & oligozoospermie
with P1/P2 : N pas corrélation avec mobilité & tératozoospermie
320
Li 2013 BCS 20 NZ hommes corrélation hyperméthylation du promoteur DAZL & infertilité
2 GSE 40 patients infertiles > 2 years :

2 génes de pluripotence

>20A& 200

70



Khazamipour 2009 msPCR

biopsie testiculaire :
32 NOA
50A

corrélation hyperméthylation du promoteur MTHFR & NOA

Wu 2010 msPCR

54 NZ, hommes fertiles
94 hommes infertiles > 2ans :
>30NZ & 64 0

corrélation hyperméthylation du promoteur MTHFR & oligozoospermie

Du 2016 -BS

-8 NZ
-TA

134 DMRs entre spz mobile d’hommes NZ et spz peu mobile d’hommes A

Méthylome & paramétres spermatiques

Houshdaran 2007 illumina methyl-light

screening
36 genes cibles

70 patients AMP+ 1 donneur
catégorisation des échantillons/ paramétres spz

corrélation défauts d’empreinte et région non soumise a empreinte, TE et altérations
paramétres spermaticues

Pacheco 2011 illumina Infinium Human 21 ART patients Défauts de méthylation 9,189 CpG
methylation 27K arrays catégorisation des échantillons/ mobilité corrélation hypométhylation spz & asthénozoospermie
Krausz 2012 illumina infinium HD 8 NZ : 3 fractions : bon (swim-up), Low intra & inter variabilité pour NZ

450K arrays mauvais (swim-down)& total

Urdinguio 2015 illumina infinium HD 5 hommes fertiles Défauts de méthylation 2752 CpGs, <-> régions spz hautement méthylées
450K arrays 7 hommes infertiles + Deéfauts de méthylation H19-MEST-Igf2-MTHFR

Jenkins 2014 illumina infinium HD 17 NZ donneurs fertiles Effet de I’age / méthylation globale spz
450K arrays (2 échantillons collectés 9-19 années d’écart) 117 génes associés a des altérations de méthylation

Jenkins 2016 illumina infinium HD 27 hommes fertiles (<2 mois) 2 hypométhylation & 3 hyperméthylation régions associées a la fertilité
450K arrays 29 hommes infertiles (>12 mois) Corrélation diminution methylation HSPA1L and HSPA1B & infertilité

A : asthénozoospermie ; AMP : assistance médicale a la procréation; BCS: bisulfite-clonage séquencage ; BQE : bonne qualité embryonnaire ; BPS: bisulfite
pyroséquencage ; BS : bisulfite sequencag ; DBS : depp bisulfite sequencage ; DMR : Differencial methylated region ; GSE : géne soumis a empreinte ; MQE : mauvaise
qualité embryonnaire ; N : normozoospermie ; NOA : non obstructive azoospermie ; NZ : normozoospermique ; O : oligozoospzemie ; OA : obstructive azoospermie ; OAT :
oligoasthéno-tératozoospermique ; PN : poids de naissance ; Spz : spermatozoide ; T : Tératozoospermique ; TA : taux d’accouchement ; Tl : taux d’implantation ; TF : taux
de fécondation ; TFC : taux de fausse-couche ; TG : taux de grossesse
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inclusion des études ne tenant pas compte des méthodes d’analyse de la
méthylation de 'ADN et des types d’infertilité (variabilité de l'altération spermatique,

infertilité idiopathique..).

D’autres études se sont portées sur le niveau de méthylation des promoteurs de
genes impliqués dans la spermatogenese. Des altérations de méthylation des
promoteurs de DAZL et CREM ont ainsi été rapportées chez des patients présentant
une OAT. De plus une hyperméthylation du promoteur du géne methylene-tetra-
hydro-folate reductase (MTHFR), gene codant pour une enzyme clef dans la voie
des folates et indispensable dans les processus de méthylation, a été retrouvé dans
53% de cas d’azoospermie non obstructive (Khazamipour et al., 2009) et certains
cas d’infertilité inexpliquée (Houshdaran et al., 2007; Pacheco et al., 2011; Wu et al.,
2010).

L’émergence des nouvelles technologies d’analyse de la méthylation de 'ADN a
permis d’étudier ces potentielles altérations sur I'ensemble du génome. Des
modifications du statut de méthylation de 'ADN des spermatozoides ont ainsi été
identifiées a la fois au niveau des GSE, des régions non soumises a empreinte ainsi
que sur des séquences répétées chez des patients infertiles présentant des
altérations spermatiques (Houshdaran et al., 2007; Pacheco et al., 2011).
Néanmoins cette association n’a pas été retrouvée au sein d’une population
d’hommes normozoospermiques en comparant les fractions « swim-up et swim-
down, suggérant une faible variabilité intra et inter individuelle au sein de sperme
d’hommes normozoospermiques (Krausz et al., 2012). Plus récemment et afin de
déterminer si l'infertilité idiopathique pourrait étre liee a un défaut de méthylation de
'ADN spermatique, une étude a comparé le méthylome dhommes
normozoospermigues fertiles et infertiles (Urdinguio et al., 2015a). Cette étude a mis
en évidence 2752 CpG présentant un profil de méthylation altéré, et fait important,
correspondant a des CpGs spécifiguement hyperméthylés dans les spermatozoides
(en comparaison aux cellules somatiques). Dans leur analyse, Jenkins et al ont
guant a eux mis en évidence une forte association entre altération du niveau de
méthylation de 2 régions HSPA1L et HSPA1B et linfertilité masculine (infertilité
idiopathique supérieure a 12 mois) ouvrant la porte a de potentiels marqueurs

épigénétiques de l'infertilité (Jenkins et al., 2016a).
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[1.4.A.3 Petits ARN non codants et infertilité

Un autre niveau de régulation pourrait étre impliqué dans la survenue de l'infertilité
masculine : les petits ARN non codants. lIs jouent un r6le crucial dans la maturation
spermatique et la fertilité masculine, et des dérégulations de 7 miARNs (miR34c-5p,
mMiR-122, miR-146b-5p, miR-181a, miR-374b, miR-509-5p, miR513a-5p) ont été
identifiés dans l'infertilité masculine notamment dans des cas d’azoospermie et
d’asthénozoospermie (Kotaja, 2014). Par exemple, miR-122 qui est impliqué dans la
régulation post transcriptionnelle des protéines de transition TP2 en ciblant la région
3’ de ’ARNm dans les spermatides rondes, leur sous expression est associée a des
cas d’oligozoospermie et d’oligo-asthénozoospermie (Abu-Halima et al., 2013). De
méme, il a été montré qu’'une altération des protéines impliquées dans le processus
de synthése des petits ARN aura de séveres répercussions sur la différenciation des
spermatozoides. Une inhibition de Dicer dans les cellules de Sertoli s'accompagne
d’'une absence de spermatozoide et d’une atrophie testiculaire, le KO conditionnel du
géne miwi entraine un arrét de la différenciation spermatique (Papaioannou et al.,
2009). De plus rlinactivation simultanée de miR43b/c et miR-449 entrainerait un
dysmorphisme sexuel associé a un retard de croissance et une infertilité (Yuan et al.,
2015).

Du fait de leur localisation nucléaire et leur probable implication dans la régulation de
la conformation chromatinienne, des dérégulations de long ARN non codants
pourraient également étre en cause dans certaine forme d’infertilité. En effet il a été
rapporté que le long ARN non codant : HOTAIR pouvait réduire I'acétylation de
I'histone H4 au niveau du promoteur de Nrf2 et par conséquent diminuer I'expression
de Nrf2 qui est associée a une altération des parametres spermatiques tel que

I'asthénozoospermie et I'oligo-asthénozoospermie (Zhang et al., 2015).
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I.4.B  Dérégulations épigénétiques spermatiques et facteurs
environnementaux

Plus réecemment des études ont montré que certains facteurs environnementaux
modifieraient le profil épigénétique des spermatozoides. En effet, les spermatozoides
d’hommes obéses ou de fumeurs présenteraient des modifications du niveau de
méthylation de '’ADN (Jenkins et al.,, 2017; Soubry et al., 2016). De méme la
consommation d’alcool (Finegersh et al., 2015) ou une forte supplémentation
vitaminique en folate entrainent des perturbations de la méthylation de I'ADN
spermatique (Aarabi et al., 2015), bien que ce ne soit pas le cas avec des doses
classiguement utilisées (Chan et al., 2017). De plus, un effet de 'age a également
été rapporté (Jenkins et al., 2014). En comparant le méthylome de sperme de 17
hommes fertiles a un intervalle allant de 9 a 19 ans, I'’équipe de Jenkins a pu
identifier 139 régions hypométhylées et 8 hyperméthylées a un 4ge paternel avance,
suggérant que certaines modifications puissent étre mémorisées par les cellules
germinales. De plus, une étude récente a rapportée pour la premiére fois une
corrélation directe entre le taux de POP (persistent of organics polluants) présents
dans le sang et le niveau de méthylation spermatique chez 'homme, suggérant
'impact de perturbateurs endocriniens sur la régulation épigénétique spermatique
(Soubry et al., 2017). L'impact environnemental semble indéniable néanmoins une
qguestion fondamentale demeure, comment distinguer dérégulation et variabilité
épigénétique ? Car en effet si les variabilités inter et intra individuelles semblent tout
a fait stables (Dere et al., 2016), une empreinte géographique semble toutefois
exister (Consales et al., 2014). Une des difficultés actuelles réside donc dans

I'interprétation des résultats.

Si certaines de ces changements semblent réversibles a l'age adulte, leurs
survenues durant le développement a des périodes de profondes reprogrammations
epigénétiques semblent quant a elles trés propices a I'apparition de dérégulations
épigénétiques (ou épimutation). C’est ce qui est largement décrit chez I'animal, ou
I'exposition in utero a des perturbateurs endocriniens, tel que la vinclozolin, composé
anti-androgénique et fongicide, ou le méthoxychlore, un composé ostrogénique et
utilisé comme pesticide ou encore le cyclophosphamide, agent anti-cancéreux et
immunosuppresseur présentent tous des effets sur la fonction de reproduction et sur
les marques épigénétiques: méthylation de I'ADN, modifications post-
traductionnelles des histones altérant a la fois la spermatogenése et le profil de

méthylation des GSE chez les souriceaux des générations suivantes, pouvant aller
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selon les auteurs jusqu’aux générations F3-F4 (Guerrero-Bosagna et al., 2012;
Manikkam et al., 2012, 2013, 2014; Radford et al., 2012; Skinner et al., 2013) (revue
chapitre 11.7).

1.5 Origines des dérégulations épigénétiques spermatiques

II.5.A Le syndrome de dysgénésie testiculaire (TDS)

[1.5.A.1 Epidémiologie et données cliniques du TDS

Depuis plusieurs décennies, nous observons dans les pays industrialisés une
diminution des paramétres spermatiques, nhotamment du nombre de spermatozoides,
ce qui pourrait expliquer 'augmentation des cas d’infertilité actuellement observés
(Carlsen et al., 1992; Swan et al., 2000). La publication de Skakkebaeck et Carlsen
en 1992 a été un véritable détonateur dans la communauté scientifigue. En effet,
basée sur 61 articles publiés de 1938 a 1990 concernant 14 947 hommes en bonne
santé, issus de tous les continents, cette premiére méta-analyse concluait a une
baisse de plus de 50% de la fertilité en cinquante ans (Carlsen et al., 1992). Depuis
I'hnypothése du déclin de la fertilité ne cesse d’étre alimentée a la fois dans les pays
développés et depuis peu dans les pays émergeants (Feki et al., 2009; Haimov-
Kochman et al., 2012; Jouannet et al., 2001; Levine et al., 2017) (Figure24).

De plus la réalisation d’études prospectives multicentriques a permis d’identifier des
variabilités géographiques en Europe et aux Etats-Unis (Auger et al.,, 2001;
Jorgensen et al., 2001; Swan et al., 2003). Des différences sur le nombre total de
spermatozoides ont été observées entre des pays européens (1082 recueils de
partenaires de femmes enceintes) notamment entre la Finlande et les Pays-Bas
(Jargensen et al., 2001), ainsi qu'aux Etats-Unis (763 recueils de partenaires de
femmes enceintes) avec une baisse plus importante de la concentration, du nombre
total et de la mobilité des spermatozoides d’hommes fertiles dans des zones semi-
rurales et agricoles en comparaison aux zones urbaines ou moins exposées a
I'agriculture (Redmon et al., 2013; Swan et al., 2003). Il existe donc des arguments
solides en faveur d’'une variabilité géographique de la production de spermatozoides.

Ces différences ne peuvent, semble t-il, pas étre expliquée par des différences
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Figure 24 : Evolution de la fertilité dans les pays développés
d’aprés Skakkebaeck 2016.
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Figure 25 : Fenétre de masculinisation au cours du développement foetal chez le rat
et ’homme

Chez le foetus humain, la fenétre se situe entre 8 et 14 semaines de gestation, au moment de
'augmentation de la production de testostérone. Cette fenétre est fondamentale pour le
développement et la masculinisation de I'appareil génital interne et externe.

D’apres Welsh et al. 2008.
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géneétiques, les populations étudiées étant relativement homogenes de ce point de
vue. On peut suspecter plus probablement I'influence de facteurs environnementaux
sur le fonctionnement de I'appareil génital.

Les altérations de la production des spermatozoides ne sont pas les seules
modifications de la fonction génitale de 'nomme dont I'incidence semble avoir
augmentée au cours des dernieres décennies. Une augmentation similaire de
l'incidence de cryptorchidies, d’hypospadias ainsi qu’une diminution du taux de
testostérone s’observe dans les pays développés (Skakkebaek et al., 2016). De plus,
si le cancer du testicule ne représente que 1% des cancers de | ‘ensemble des
cancers il n’en demeure pas moins le plus fréquent de 'homme jeune et son
incidence tend a augmenter régulierement depuis plusieurs décennies dans les pays
développés, que ce soit les séminomes ou les tumeur non séminomateuses
(Skakkebaek et al., 2016).

[1.5.A.2 Origine foetale du TDS

L’augmentation de l'incidence d’anomalies de I'appareil génital masculin a conduit
Skakkekaeck et ses collaborateurs a évoquer I'hypothése d’une entité commune
permettant d’expliquer ce phénoméne de « syndrome de dysgénésie testiculaire »
(Skakkebaek et al., 2001). Selon ce concept toutes les anomalies observées
pourraient étre la conséquence d’'un développement anormal des testicules avant la
naissance ou durant la période prépubertaire. L’hypothése d'une origine foetale
s’appuie sur différents arguments et notamment sur le fait que les deux grandes
fonctions du testicule, la gamétogenese et la stéroidogenése, prennent place au
cours de la vie feetale. En effet, le développement des organes génitaux internes et
externes se fait & partir de la 8°™ semaine de gestation chez 'homme sous le
contrble de la testostérone (Welsh et al., 2008) (Figure 25).

Ainsi, l'altération de la production des androgénes fcetaux expliquerait a la fois
'apparition des cas d’hypospadias et de cryptorchidie a la naissance. Ceci a
largement été confirmé expérimentalement chez les rongeurs, ou la diminution de la

production de testostérone entraine a la fois hypospadias et cryptorchidie, ainsi

gu’une diminution de la production spermatique (Skakkebaeck et al, 2001 ; 2016).
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[1.5.A.3 Tumeur germinale testiculaire

11.5.A.3.a Epidémiologie

Les tumeurs germinales du testicule sont des tumeurs peu fréquentes, avec une
incidence estimée de 6 a 11 pour 100 000 hommes en Europe, soit 1000 a 1500
nouveaux cas diagnostiqués par an en France. Néanmoins, elles constituent les
tumeurs malignes les plus fréquentes de 'homme jeune (60%), pour une gamme
d’age de 15 a 40 ans (Gilbert et al., 2011; Oosterhuis and Looijenga, 2005; Rajpert-
De Meyts et al., 2015). De plus, on observe une augmentation constante de
l'incidence des tumeurs testiculaires germinales au cours des dernieres décennies
notamment en Europe. En France, on observe une élévation de 2,5% par an du
nombre de cas de tumeurs testiculaires sur la période 1980-2005. (Figure 27).
D’aprés Mc Glynn, cette élévation ne peut étre expliquée ni par un vieilissement de
la population, ni par une évolution des pratigues de dépistage (Mc Glynn et al.,
2012). En revanche, 'augmentation du nombre de cas de cancers testiculaires
germinaux a été corrélée a I'exposition in utero de plus en plus importante a des
facteurs environnementaux (de type perturbateur endocrinien), au méme titre que la
réduction de la numération de spermatozoides et de la fertilité masculine observées
actuellement (Skakkebaek et al., 2016). Les cancers testiculaires germinaux
pourraient donc étre la conséquence d’une dérégulation précoce sur la production de
cellules germinales et le reflet de la détérioration de la reproduction chez 'lhomme
(Le Cornet et al., 2014; Skakkebaek et al., 2001).
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Figure 27 : Réprésentation mondiale de I'incidence du cancer testiculaire
d’aprés Mc Glynn, 2012.
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[I.5.A.3.b  Histopathogénécité des tumeurs germinales
testiculaires

On peut distinguer deux grands types de tumeurs germinales testiculaires définies en
2004 par la World Health Organization (Williamson et al.,, 2017) a partir de leurs
caractéristiques épidémiologiques et histologiques: 1) les tumeurs séminomateuses
ou seminomes, dont la composante cellulaire ressemble a des cellules germinales
foetales, et 2) les tumeurs non-séminomateuses, qui montrent des caractéristiques
de cellules somatiques embryonnaires (carcinome ou tératome embryonnaire) et/ou

extra- embryonnaires (choriocarcinome vitellin).

Les séminomes purs représentent 50% des cas, les tumeurs non-séminomateuses
30%, et le reste est constitué de tumeurs mixtes. Tous les cancers germinaux
proviennent d’'un précurseur commun appelé maintenant « néoplasie in situ des
cellules germinales » (nouveau terme proposé par la World Health Organization, «
germ cell neoplasia in situ » (GCNIS), anciennement appelé «carcinome in situ »
(CIS)) (Rajpert-De Meyts et al., 2015).

L’hypothése établie par Skakkebaeck, et selon laquelle les GCNIS résulteraient
d'une anomalie de la différenciation des cellules germinales foetales (plus
particulierement des gonocytes), est soutenue par deux arguments majeurs (Figure
28). Premiérement, des cas de GCNIS ont été détectés dans les testicules de
nouveaux nés, suggérant leur formation a un stade encore plus précoce, c’est a dire
durant la vie foetale (Rajpert-De Meyts et al., 1998). Deuxiemement, de plus en plus
d’études montrent une similitude entre les cellules qui composent les GCNIS et les
gonocytes foetaux (Skakkebaek et al. 2016 ; Dieckmann and Skakkebaek, 1999). En
effet, au-dela d'un aspect morphologique proche de celui des gonocytes
(Skakkebaek et al., 1987), les CGNIS expriment des marqueurs moléculaires
caractéristiques des CGP et des gonocytes (alors qu’ils sont absents des cellules
germinales adultes) tel que c-KIT, OCT3/4 et NANOG, la protéine AP-2y (Rajpert-De
Meyts et al., 2015; Sonne et al., 2009a). Enfin, AlImstrump et collaborateurs se sont
intéressés au profil épigénétique de ces deux populations cellulaires et rapportent de
grandes similitudes entre les GCNIS et les gonocytes, trés différents des cellules
germinales de I'adulte (Almstrup et al., 2010).
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[1.5.A.3.c Etiologie des tumeurs testiculaires
Il est clairement établi qu’il existe une prédisposition génétique dans la survenue des

cancers testiculaires telle que I'amplification de certaines zones chromosomiques et
plus particulierement la région du bras court du chromosome 12, qui contient les
génes NANOG, STELLAR et GDF3 (pour revue Skakkebaeck et al, 2016). Toutefois
et comme pour le TDS, la part environnementale, notamment les perturbateurs
endocriniens, est fortement suspectée dans l'augmentation de lincidence des

tumeurs testiculaires.
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Figure 28 : Histopathogénicité des tumeurs germinales d’aprés I’hypothése de
Skakkebaeck
D’aprés Skakkebaeck 2016.
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[1.5.B Les perturbateurs endocriniens

Ces substances sont présentes dans notre environnement, notre nourriture et
interferent dans la biosynthése, le métabolisme ou bien I'action des hormones.

On dénombre aujourd’hui une centaine de molécules identifiées comme perturbateur
endocrinien (PE) et plus de 1000 sont suspectées de I'étre, présentes dans
'environnement, naturelles ou synthétisées par ’'homme comme les bouteilles en
plastique, les boites de conserves, les détergents, les cosmétiques, les jouets, les
pesticides... Chez 'homme, de plus en plus d’études mettent en évidence les effets
délétéres des perturbateurs endocriniens sur la santé humaine : baisse de la fertilité,
augmentation du risque d’obésité, de diabéte, d’endométriose et augmentation du
risque de cancers (Latini et al., 2010; Sweeney et al., 2015) (Tableau 3).

La reproduction est particulierement vulnérable aux perturbateurs endocriniens, car
sous l'influence d’une interaction hormonale hautement régulée entre les organes, et
dépendante des doses d’hormones, du timing et du stade de développement. Les PE
peuvent agir comme agonistes ou antagonistes des hormones sexuelles (oetrogenes
ou androgenes) et ce a tous les stades du développement notamment durant la
période fcetale. Deux grands modes d’action ont été proposés pour les anti-
androgenes. Certains ont directement une activité antagoniste au niveau du
récepteur et d’autres perturbent la synthése et/ou le métabolisme des androgenes.
Par exemple, certains phtalates peuvent inhiber la synthése d’androgénes des
cellules de Leydig foetales de rats (Parks et al., 2000). Cet effet s’accompagne de
malformation de I'épididyme, d’hypospadias, de la persistance de tétines (auréoles

de structures mammaires) et d’'une diminution de la distance anogénitale.

Chez le méle, il semble exister de grande ressemblance entre I'effet des cestrogénes
et celui des substances anti-androgéniques peut-étre du fait que les cestrogénes
peuvent diminuer le taux de récepteur aux androgénes (Sharpe et al., 2003; Williams
et al., 2001). De plus, les cestrogenes peuvent inhiber I'expression de I'INSL3, qui
permet la descente testiculaire. Ainsi I'action des perturbateurs endocriniens durant
la période critique du développement fcetal correspondant a la morphogenése

testiculaire conduirait au syndrome de dysgénésie testiculaire.

Les données obtenues chez l'animal sont en effet peu rassurantes. Une relation

entre perturbateurs endocriniens et apparition de dérégulations épigenétiques a été
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Tableau 3: Principaux effets transgénérationnels décrits dans la littérature adapté de Nilsson et al, 2018

Exposition Effets sur le phénotype Références
Toxiques
Vinclozoline altération fertilité chez male, atteintes prostatique et rénale, tumeurs, pathologies immune et  Anway et al, 2005; 2006; Jirtle

Méthoxychlore
Permethrine /DEET
Dioxine

BPA/phtalates (jet fuel)
mix hydrocarbures

Vinclozoline, Permethrine
/DEET, plastiques, Dioxine,
jet fuel

DDT

phtalate
phtalate
Tributyline

BPA

BPA

Atrazine
Benzo(a)pyrene
Mercure

reproduction

altération fertilité chez male, atteinte rénale, pathologies ovariennes et obésité

atteintes prostatique et rénale

atteintes prostatique et rénale, infertilité, impact négatif sur les issues de grossesse

atteintes prostatique et rénale et obésité

atteintes prostatique et rénale, obésité, pathologies immunes et reproduction

OPK, IOP

obésité

altération organisation cellules germinales / testicule

altération fonction ovarienne

augmentation tissu adipeux

altération fertilité, troubles cardiaques

trouble du comportement, altération expression génes neuronales
atteinte testiculaire, puberté précoce

déficits comportementaux et physiologiques

changements comportementaux

et Skinner, 2007

Anway et al, 2005; Mannikkam
etal, 2014

Mannikkam et al, 2012

Mannikkam et al, 2012; Bruner-
Tran et al, 2011

Mannikkam et al, 2013
Tracey et al, 2013

Mannikkam et al, 2012

Skinner et al, 2013
Doyle et al, 2013

Chamorro-Garcia et al, 2013
Lombo et al, 2015
Wolstenholme et al, 2012
McBirney et al, 2017

Knecht et al, 2017

Carvan et al, 2017

Autres expositions

restriction calorique
régime hyperlipidimique

stress
prédiabete / diabéte
tabac

mortalité cardio-vasculaire
augmentation BMI, résistance a l'insuline, augmentation cancer du sein

diminution des relations sociales, augmentation anxiété
infertilité masculine, intolérance glucose, résistance insuline
asthme

Veenendaal et al, 2006

Masuyama et al, 2015; Nguyen
etal, 2017

Kiss et al, 2016
Wei et al, 2014
Rehan et al, 2013
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clairement démontrée chez I'animal, notamment au niveau de la méthylation de
'ADN (Stouder and Paoloni-Giacobino, 2011; Yauk et al., 2008). De plus, de
nombreuses expérimentations animales ont révélé limpact des perturbateurs
endocriniens sur le niveau de méthylation de I'ADN des cellules germinales
notamment aprés une exposition in utero (Guerrero-Bosagna et al., 2012; Manikkam
et al., 2012, 2013, 2014; Radford et al., 2012; Skinner et al., 2013) et ont rapidement
soulevé la question du risque de transmission de telles dérégulations ; Les résultats

de ces études sont présentés dans le chapitre I1.7.

Chez I'Homme, les données épidémiologiques nous interpellent quant aux
conséquences d’une exposition maternelle sur la santé des enfants que ce soit en
préconceptionnelle ou durant la grossesse (Lan et al., 2017; Mustieles et al., 2018).
En revanche, il existe encore peu dinformation concernant [I'exposition
préconceptionelle paternelle sur la santé de leurs enfants (Lan 2017 ; Soubry et al,
2018). Les quelques données disponibles ont montré que I'exposition des péres a
des toxiques tels les solvants (Messerlian et al., 2017) pourraient étre associée a une
augmentation du poids de naissance chez I'enfant. Les mécanismes en cause ne
sont pas connus mais l'implication de dérégulations épigénétiques est fortement
suspectée. En effet une étude récente a mis en évidence une corrélation entre des
dérégulations de 131 DMRs spermatique, situées en regard de genes impliqués
dans la croissance, le développement, la structure du cytosquelette, et la présence
de phtalates urinaires (10 métabolites incriminés) (Wu et al, 2017). De plus Soubry et
al, ont pu montré une corrélation significative entre le taux d’organonophosphate
(OP) urinaire et des défaut d’empreinte sur 3 GSE : Meg3, NDN et SNRPN apres
ajustement sur I'age et le BMI (Soubry et al., 2017).

[1.5.C Effets de la nutrition et du métabolisme

Les substances exogénes ne sont pas les seules en cause dans I'apparition de
perturbation épigénétiques. Une littérature de plus en plus fournie, tend a étayer
'hypothése de Baker, selon laquelle I'expérience environnementale (notamment
nutritionnelle) durant la vie fcetale influence notre santé et la survenue de maladies a
'age adulte, communément dénommée DOHaD (Developmental origin health and
desease) (Barker, 2007). En effet, de nombreuses études épidémiologiques ont pu
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mettre en évidence que des conditions nutritionnelles durant la grossesse peuvent
avoir des conséquences sur le développement feetal et a plus long terme. Un des
exemples particuliérement bien étudié est I'impact de la sous-nutrition maternelle des
femmes enceintes durant la famine hollandaise (1944-1945) (Roseboom et al.,
2006), et du risque plus élevé de développer une obésité, des pathologies
cardiaques ainsi que des troubles du bilan lipidique chez la descendance.

Chez l'animal, l'influence préconceptionelle d’origine paternelle a également été
rapportée. Il existe en effet de nombreux exemples concernant l'influence d’un
régime alimentaire paternel sur le métabolisme de leurs progénitures et ce sur
différents modeéles : la drosophile (Ost et al., 2014) la souris (Carone et al., 2010;
Lambrot et al., 2013; Rando and Simmons, 2015). Méme si il existe encore trés peu
de données chez 'lhomme (Kaati et al., 2002; Pembrey et al., 2006), les rares études
disponibles semblent plutot en indiquer I'existence, ce qui a amené Soubry et al, a
proposer le concept de la POHaD (pour Paternal Origin and Health and Desease)
afin d’alerter sur le risque potentiel de la transmission d’origine paternelle (Soubry et
al, 2018).

L’association de ces syndromes a des altérations des marques épigénétiques
(Heijmans et al., 2009; Tobi et al, 2009) suggere que des modifications
épigénétiques retiennent en mémoire les effets des facteurs environnementaux
auxquels un individu est soumis tout au long de sa vie. En effet, dans le modele
murin, plusieurs études ont pu mettre en évidence le risque épigénétique créé suite a
une carence alimentaire débutée 1/soit a 'age adulte (Carone et al., 2010 ; Wei et
al., 2014 ; de Castro-Barbosa et al.,, 2016 ; Sharma et al., 2016) sur les cellules
germinales des sujets exposés et ainsi que chez leurs descendants non soumis au
régime alimentaire (Wei et al, 2014 ; de Castro-Barbosa et al., 2016) 2/soit suite a
I'exposition in utero spécifiguement entre 12,5 et 18,5 jpc (coincident avec la période
de réapposition des marques épigénétiques dans les CGP males) sur les 2
générations suivantes, alors que la souris F1 a été soumise a un régime normal dées
la naissance (Radford et al., 2014a) (Tableaux 5&6 chapitre 1I-7).

Ainsi, I'état nutritionnel, le métabolisme, le stress, les toxiques pourraient altérer
I'épigénome des cellules germinales au cours de la gamétogenése et les
dérégulations épigénétiques observées dans les spermatozoides pourraient étre
« héritées » de cette période foetale. Ces expositions environnementales pourraient
donc agir sur la reprogrammation épigénétique sur la 1" génération mais aussi
potentiellement sur les générations suivantes via I'exposition des cellules germinales
(cf chapitre 11.7).
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I1.6 Conséquences des dérégulations épigénétiques spermatiques

II.L6.A Conséquences a court terme: influence sur le développement
embryonnaire

L’association entre infertilité masculine et défaut de méthylation de [I'ADN
spermatique a rapidement soulevée la question d’un impact potentiel du statut
épigénétique du spermatozoide sur la fécondation et le développement
embryonnaire. Les études sur ce sujet restent toutefois peu hombreuses et somme
toute contradictoires (Tableau 4). La toute premiere étude est celle de Benchaib et
al, qui grace a une analyse globale de la méthylation par immunomarquage de la
5meC retrouvait une corrélation significative entre un haut niveau de méthylation de
'ADN spermatique et des taux de grossesse élevés en FIV conventionnelle, et
inversement un bas niveau de méthylation était associé a de faible taux de
grossesse, sans pour autant affecter les taux de fécondation et la qualité
embryonnaire (Benchaib et al., 2005). Par contre, fait troublant il ne retrouvait pas de
lien entre anomalies de la méthylation et les parametres spermatiques. Grace a des
techniques d’analyse de la méthylation plus spécifique, d’autres études retrouvaient
guant a elles une association entre une élévation du taux de fausses couches en FIV
et des défauts de méthylation des GSE (Ankolkar et al., 2012; Kobayashi et al.,
2007, 2017) ou encore des anomalies de la méthylation affectant les séquences
répétées (El Hajj et al., 2011). Néanmoins, ces résultats ne sont pas univoques, et
certaines études n’ont pas montré de lien entre anomalies de la méthylation des
GSE et les issues de grossesse en FIV dont: les taux de clivage, fragmentation
embryonnaire, taux d’implantation, taux d’accouchement et poids de naissance des
enfants, et notamment avec la qualité embryonnaire (Montjean et al.2013;
Boissonnas et al., 2010). Cependant les effectifs tres limités de ces deux études
pourraient I'expliquer. Dans une étude plus récente et réalisée a I'aide d’une analyse
globale de la méthylation, Aston et collaborateurs se sont intéressés a I'impact des
déefauts de méthylation des spermatozoides sur la qualité embryonnaire. Ils ont pu
montré d'une part des différences de méthylation entre des hommes
normozoospermigues et des hommes infertiles et ont mis en évidence une
association entre défaut de méthylation de I'ADN spermatique et la qualité
embryonnaire (Aston et al., 2015). Cependant, méme si I'effectif de cette étude et les

moyens d’analyse de la méthylation de 'ADN sont tout a fait performants, le design
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reste critiquable. En effet, afin de comparer 'impact de la méthylation sur la qualité
embryonnaire, ils ont comparé 3 groupes : 1/embryons de bonne qualité ayant abouti
a une grossesse vs 2/embryons de mauvaise qualité suivi d’'une grossesse et
3/embryons de mauvaise qualité sans grossesse. On peut s’interroger sur le profil de
méthylation des spermatozoides dans le groupe : embryons de bonne qualité mais
sans grossesse. De plus les paramétres spermatiques des patients infertiles n’ont
pas été rapportés notamment si ils présentaient une oligozoospermie. L’équipe de
Denomme et al, met elle aussi en évidence une association entre des défauts de
méthylation spermatiques et la morphologie embryonnaire, et fait intéressant ces
défauts correspondaient a 1634 CpGs situés en regard de rétention d’histones
(Denomme et al.,, 2017). Tout comme les histones les petits ARN non codants
pourraient également joué un réle dans le développement embryonnaire, comme le
suggeére I'étude de Cui (Cui et al., 2015) qui rapporte une corrélation entre le taux de
mMiR34c et les issues de grossesses d'ICSI notamment sur la qualité embryonnaire.

Se pose toutefois la question du statut épigénétique et du niveau de méthylation des
spermatozoides fécondants. En effet, seule une proportion, plus ou moins importante
de spermatozoides présente des défauts de méthylation, il se pourrait que les
différences observées soient liées en réalité a la « qualité » des spermatozoides
fécondants : niveau de méthylation normal, anomalie de la méthylation et/ou associé

a d’autres anomalies épigénétiques.
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Tableau 4: Implication des dérégulations épigénétiques sur le dévelopment embryonnaire & les issues de grossesse

Références

Techniques

Population étudiée

Principaux résultats

Benchaib 2005

immunomarquage /
5meC

63 FIV conventionnelle

Corrélation méthylation spz & TG:
TG avec hypométhylation spz: 8,3% vs 33.3%
Pas de corrélation paramétres spermatiques & TF & qualité embryonnaire

Kobayashi 2007 BCS 24 hommes avec défauts empreinte / spz ~ Corrélation défaut d’empreinte / spz et faible TG et TFC élevé
71G 18 patients FIV (FIV et ICSI)
el Hajj 2011 BCS 141 hommes infertiles : Corrélation hypométhylation ALU & TFC élevé

7 1G - 2 éléments répétés

-106 infertilité masc. ou mixte
-28 infertilité fem.

pas de corrélation avec les issues de grossesse en FIV

Boissonnas 2010 BPS 24 hommes (44 FIV ou ICSI) cycles) : Pas de corrélation défauts d’empreinte spz & qualité embryonnaire, TI, TA & PN
2 GSE -7 NZ (14 cycles)
-5 T (9 cycles)
- 12 OAT (21 cycles)
Ankoklar 2012 BCS 23 Nz Corrélation méthylation H19 & FCS
23 NZ + FCS
Ankoklar 2013 BCS 23Nz Pas de corrélation methylation MEST, DLK1/GTL2, ZAC and LINE-1 & FCS
23 NZ + FCS
Montjean 2013 BCS 17 hommes défauts d’empreinte/ spz: 5 grossesses évolutives & naissance de nouveaux-nés en bonne santé
2 GSE -5 inséminations
-12 ICSI
Cui 2015 RT-qPCR 162 patients ICSI Corrélation taux de miR-34c et issue de grossesse et qualité embryonnaire
Pas de corrélation avec TF
Aston 2015 infinium 54 NZ et fertile vs 127 infertile AMP: Différent profil de méthylation entre les hommes infertile vs NZ
HumanMethylation450  -55 patients AMP avec BQE & G ->Association entre profil de méthylation spermatique et qualité embryonnaire

BeadChip Ilumina

-72 patients AMP avec MQE :
->42 G positive & 30 G négative

Denomme 2017

infinium
HumanMethylation450
BeadChip IHlumina

40 spermes (cycles DO femmes jeunes)

comparaison BQE vs MQE

1634 CpG <-> site rétention d’histones (hypométhylation pour MQE)
profil de méthylation des spz associé a la qualité des blastocystes

Kobayashi 2017

COBRA

219 AMP

Association défaut de méthylation spermatique et TFC augmenté 10,2% vs 25,4% (GTL-2
PEG3)

AMP : assistance médicale a la procréation ; BCS : bisulfite-clonage séquengage ; BQE : bonne qualité embryonnaire ; BPS : bisulfite pyroséquencage ; GSE : géne soumis a
empreinte ; MQE : mauvaise qualité embryonnaire ; N : normozoospermique ; OAT : olig-asthéno-tératozoospermique ; PN : poids de naissance ; Spz : spermatozoide ; T :
Tératozoospermique ; TA : taux d’accouchement ; T : taux d’implantation ; TF : taux de fécondation ; TFC : taux de fausse-couche ; TG : taux de grossesse
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11.6.B Conséguences a long terme

Il est désormais admis que des anomalies épigénétiques contribuent au
développement et a la progression de maladies humaines tels que les cancers
(Burgio et al., 2018), les troubles du métabolisme (obésité, diabete, résistance a
I'insuline) (Davegardh et al., 2018)(Tobi et al., 2009) et pourraient intervenir dans les
maladies neurodégénératives et des troubles du comportement (Dall’Aglio et al.,
2018).

En effet des anomalies épigénétiques activant des oncogenes ou inhibant des genes
suppresseurs de tumeurs ont été mis en évidence (Yamada and Yamada, 2018). De
méme des mutations affectant des génes codant pour des enzymes responsables
des marquages épigénétiques ont été identifiées dans des cellules tumorales. Reste
a savoir si ces phénomeénes sont la cause ou la conséquence du développement de
cancer, il semble néanmoins qu’il participe a la progression tumorale (Burgio et al.,
2018).

Comme le suggére Soubry, I'exposition maternelle durant le développement foetale
n'est pas la seule piste a explorer et des modifications épigénétiques
préconceptionnelles d’origine paternelle pourrait déterminer la santé des futures
descendants (Soubry, 2018).

[1.7 Risque de transmission : le spermatozoide vecteur d’un risque
épigénétique ?

Chez les mammiféeres, il existe de nombreux exemples de I'effet environnemental
d’'une exposition maternelle sur sa descendance (Dominguez-Salas et al., 2014;
Nilsson et al., 2018; Palma-Gudiel et al., 2015) et du risque de transmission de
certaines pathologies au cours des générations (Radford et al., 2014). Ceci a été
observé a la fois dans le cadre de I'expérimentation animale ainsi que chez ’homme
et est connu aujourd’hui sous l'aphorisme : «they are what she hate ». Plus
récemment les études se sont intéressées au versant paternel et interpellent sur la
possibilit¢ d'une influence préconceptionnelle d’origine paternelle (Rando and
Simmons, 2015; Soubry et al.,, 2014; Soubry et al., 2018). Néanmoins les

mécanismes d’action restent peu documentés.
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Se pose alors une question fondamentale : est-ce qu’une épimutation peut étre
transmise via les gametes chez les mammiféeres et chez 'lhomme? Le caractére
transmissible d’'une épimutation est largement décrit chez les plantes, leur permettant
de s’adapter a leur environnement et de transmettre ce caractere épigénétique aux
générations suivantes, phénoméne d’adaptation vital pour la survie de l'espéce
(Quadrana and Colot, 2016). Des exemples ont été rapportés dans plusieurs
especes (C.elegans, zebrafish) suite a I'exposition a des perturbateurs endocriniens
(vinclozoline, méthoxychlore, dioxine, bisphenol A, le pesticide DDT
dichlorodiphenyltrichloroethane, les phtalates), et a des régimes alimentaires
déséquilibrés (restriction calorique, en protéines ou riche en graisses, en folate).
Cependant les données chez les mammiféres et particulierement dans l'espéce
humaine restent largement controversées (pour revue : (Champroux et al., 2018;
Heard and Martienssen, 2014; Nilsson et al., 2018; Rando and Simmons, 2015;
Sales et al., 2017; Wei et al., 2015).

Cette controverse réside dans la confusion des définitions utilisées, des modéles
étudiés et des limites expérimentales et d’analyses. Pour y voir plus clair et apres
avoir précisé les concepts de transmission inter ou transgénérationnelle, nous nous
focaliserons sur I'étude de la transmission paternelle car, au dela d’étre le cceur du
sujet, les cellules germinales males sont plus faciles a obtenir et ce en nombre
suffisant, et d’autre part limite les biais liés a la gestation et notamment les biais

comportementaux.

[1.7.A. Définition : Transmission intergénérationnelle et
transgénérationnelle

Comprendre la différence entre ces deux termes est importante car elle reflete une
physiopathologie différente et nous conduit a considérer différents scénarios
possibles.
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Figure 29 : Transmission intergénérationnelle et transgénérationnelle

A gauche, I'exposition durant la grossesse impacte les générations F1 et F2 et est définie comme
une transmission intergénérationnelle. L'atteinte de la génération F3 est dite « transgénérationnelle
(aucune exposition au facteur initial). Au contraire I'exposition durant la vie adulte que ce soit pour
la lignée méale ou femelle conduit & une transmission intergénérationnelle pour la génération F1 et
transgénérationnelle pour la F2.

(Adapté de Sales et al., 2016)
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L’exposition parentale (FO) pendant la grossesse peut influencer la santé de sa
descendance (F1) ainsi que sa deuxiéme génération (F2) via I'exposition des cellules
germinales de F1; c'est une transmission dite intergénérationnelle (on parle
également d’effet multigénérationnel sur F1->F2). Cet effet peut avoir une action
directe sur les cellules somatiques de I'embryon/feetus (F1) affectant potentiellement
la prolifération, la différenciation et le développement des organes. Cette exposition
in utero peut également affecter les cellules germinales (futurs gameétes de F1) et
donc affecter la génération F2 (Sales et al., 2016 ; Heard et Martienssen, 2014).

Un effet transgénérationnel est quant a lui définit par la persistance du phénotype en
dehors de toute exposition (aucune cellule exposée). La persistance d’'un phénotype
en dehors de toute exposition cellulaire de l'individu au facteur initial, indique que
leffet du signal a été « mémorisé » a travers les générations en dehors de
I'exposition initiale. Le modéle de transmission transgénérationnelle peut également
correspondre a une exposition a I'adge adulte avec une transmission a la génération
F2, car les cellules germinales foetales de la génération F1 n’ont pas été exposées
dans ce cas. Ainsi on ne peut parler de transmission transgénérationnelle dans le
cadre d’'une exposition in utero uniquement si le phénotype F3 est affecté. Ceci

implique nécessairement la transmission via le gamete.

Ces définitions sont uniquement basées sur la notion de transmission d’un
phénotype, les mécanismes sous-jacents restant a définir. Une mutation de la
séquence d’ADN est un parfait exemple de transmission transgénérationnelle, vu que
les générations successives peuvent présenter ce méme phénotype altéré. La
confusion apparait lorsque des dérégulations épigénétiques (modification de la
régulation de 'ADN ou de la chromatine) sont avancées pour expliquer des
phénoménes de transmission transgénérationnelle. En effet, comme nous l'avons
abordé dans les chapitres 11.2.B.1 et II.3, il existe chez les mammiferes deux
périodes de reprogrammation : reprogrammation pré-conceptionnelle durant la
gamétogenése et péri-conceptionnelle durant le développement pré-implantatoire
(Figures 21 et 23). Lors de ces deux phases de reprogrammation, les marques
épigénétiques sont effacées puis réapposées afin d’assurer la différenciation
cellulaire. Ceci suggére qu’une épimutation serait déprogrammée suivi d’'une néo-
programmation conforme sans conséquence pour la descendance. Ce concept

impliqgue que des mécanismes épigénétiques peuvent tout a fait expliquer des
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phénomeénes de transmission intergénérationnelle mais que rien n’est certain en ce
qui concerne la transmission transgénérationnelle. Ainsi I'étude de la transmission
transgénérationnelle constitue un tres bon modéle pour évaluer les possibilités de la

transmission d’une épimutation.

[1.7.B Etude de la transmission épigénétique chez les mammiferes

I1.7.B.1 Transmission via la méthylation de ’ADN

L’équipe de Skinner et al, a publié plusieurs études témoignant de [Ieffet
transgénérationnel induit par I'exposition a un perturbateur endocrinien durant la
gestation. Ces différentes études s’appuyaient sur un méme protocole expérimental :
exposition de souris gestantes, lors de la reprogrammation des cellules germinales, a
différents perturbateurs endocriniens (vinclozoline, dioxine, phtalates, bisphénol A,
DTT). Les analyses réalisées par meDIP-chip ont permis d’identifier des DMRs
(régions différentiellement méthylées) potentiellement responsables de Ia
transmission transgénérationnelle (F1 -> F3) des troubles du développement des
organes sexuels et/ou des troubles du métabolisme (Manikkam et al., 2012 ; 2013 ;
2014 ; Guerrero-Bosagna et al., 2010 ; 2012 ; Skinner 2013 ; Tracey et al., 2013)
(Tableau 5). Bien que ces différences de méthylation aient été identifiées dans les
spermatozoides des individus non exposés de la génération F3, le design de ces
études ne comprenait pas de comparaison avec les cellules germinales ou des
cellules somatiques des générations précédentes, alors que les perturbations
phénotypiques observées au cours des générations s’estompaient ou différaient en
fonction du sexe de lindividu. Dans ce type de modéle et vu la complexité des
interactions épigénétiques/ génétiques, I'analyse de la génération F3 seule semble
insuffisante pour la compréhension des mécanismes en jeu.

Radford et collaborateurs ont quant a eux étudié le retentissement d’une carence
alimentaire, débutée in utero spécifiquement au moment de la reprogrammation
epigénétique des cellules germinales, sur les 2 générations suivantes, en analysant
par meDIP-seq le profil épigénétique des cellules germinales et somatiques des
générations F1 et F2 (Radford et al., 2014) (Tableau 6). Des anomalies de

méthylation (166 DMRS) ont été détectées au niveau des spermatozoides des souris
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Tableau 5 : Overview des publications sur la transmission transgénérationnelle apres exposition a un toxique

Etudes Phénotype Toxique Temps Espéces Effectif Analyse Epimutation Epimutation cellule Méthodes d’analyse de la
d'exposition Génération génétique somatique germinale méthylation

Guerrero- NR \% E8-E14 Rat n=6 F3: CNV NR F1-F2:NR -MeDIP-Chip
Bosagna F1->F3 2poolde3  Famllla F3:16 DMRs -bisulfite et spectrométrie
2010

Guerrero- F3: anomalies spermatiques, \Y, E7-E13 Souris n=6 (2 pool NR NR F1F2: NR MeDIP-Chip
Bosagna testiculaires, prostatiques, rénales et OPK F1->F3 de 3) F3: 40 DMRs (triplicate)
2012

Skinner F1 anomalies rénales, prostatiques, DTT E8 aE1l4 Rat n= 3 par non cerveau, muscle, F1-F2 :NR MeDIP-Chip
2013 ovariennes et risque tumoral F1->F3 groupe queue F3: 39 DMRs
F3: obésité

Tracey Fl:anomalies rénales, prostate, H E8 aE14 outbred n=3 par NR non F1-F2:NR MeDIP-Chip (triplicate) +
2013 pubertaire, ovaire (OPK, IOP) jet fuel (JP- Rat groupe F3:533 DMRs meDIPgPCR (confirmation)
différence lignée femelle ou male 8) F1->F3

F3: obésité, ovaire (OPK, IOP)

G : grossesse ; H: hydrocarbure ; M : Methoxyclhore ; MS-PCR :PCR méthylation sensitive; NR : non réalisé, proS : prospermatogonies, Transg. : transgénique ; V :

vinclozoline ; DEHP : Di-ethylhexyl phtalate 94



Tableau 5 : Overview des publications sur la transmission transgénérationnelle apres exposition a un toxique (suite)

Phénotype Toxique Temps Espéces Effectif Analyse Epimutation Epimutation cellule Méthode analyse
d'exposition génétique somatique germinale méthylation

Igbal DEHP -8,5-13,5 jpc: souris ARN array: F2 : altération GSE  F1 proS : altération MIRA-chip ciblée/
2015 V (gavage) période ITg0G2 -F1 proS: modérée GSE modérée -promoteur
effacement de F1->F3 7 / DEHP F3: pas F2: non -GSE
I'empreinte 2/V d’altération -Seq. Répétées
-12,5-17,5 jpc: -F2-F3: RAS
période
établissement de
I'empreinte

G : grossesse ; H: hydrocarbure ; M : Methoxyclhore ; NR : non réalisé, proS : prospermatogonies, Transg. : transgénique ; V : vinclozoline ; DEHP : Di-
ethylhexyl phtalate
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Tableau 6 : Synthése des principales études évaluant les effets nutritionnel et métabolique au niveau de la méthylation de
I’ADN dans la transmission intergénérationnelle chez les rongeurs

Etudes Phénotype Régime Temps Espéces Effectif Analyse génétique Epimutation somatique Epimutation cellule germinale Méthode
d'exposition Génération analyse
méthylation
Carone NR Pauvre FO male souris n=26 ARN microarrays foie: déméthylation / pas de défaut de méthylation / RRBS
2010 protéine adulte FO->F1 (arrays) RTgPCR : -régions intergéniques enhancer Ppara pan-H3 ChIP
(10%