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Prologue 
 
Le lien entre l’alimentation et la santé est établi depuis l’Antiquité, mais ce n’est qu’au XIXème 

siècle que l’importance des vitamines et des minéraux a été découverte. L’une des origines d’une 

carence en micronutriments peut être la sous-consommation de certains aliments ou bien des mutations 

génétiques touchant des acteurs essentiels à l’assimilation de ces aliments. Ces carences peuvent 

perturber les mécanismes de régulation métabolique, entraîner des anomalies du développement et/ou 

une croissance altérée. Le scorbut qui sévissait du XVIème au XVIIème siècle a d’ailleurs pu être soigné 

grâce aux agrumes qui contenaient de la vitamine C (Carpenter, 2012). La vitamine B9, ou folates, et 

la vitamine B12, ou cobalamine, sont des micronutriments essentiels. Ces 2 vitamines, non synthétisées 

par l’Homme, sont impliquées dans le métabolisme des monocarbones. Une carence précoce en 

vitamines B9 et B12 affecte le développement ainsi que la maturation du cerveau, tout comme son 

vieillissement. Il a été démontré qu’il existe une association entre des troubles du métabolisme des 

monocarbones et les maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de 

Parkinson ou encore la maladie de Huntington (Brune et al., 2004; McCaddon, 2013). Précurseurs des 

bases puriques et pyrimidiques, les folates sont nécessaires à la division et au maintien cellulaire. De 

plus, leur présence est cruciale durant la grossesse et l’enfance, c’est pourquoi les femmes sont 

supplémentées en acide folique en phase périconceptionnelle (Smithells et al., 1976; Wilson et al., 2015; 

Ebara, 2017; Liu et al., 2020). 

De récentes études concernant les carences gestationnelles en donneurs de méthyle ont pu 

mettre en évidence des retards de croissance in utero ainsi que des défauts de fermeture du tube neural 

(DFTN). Par ailleurs, une carence en folates peut impacter le développement cérébral postnatal en 

affectant notamment la neurogenèse (Kruman et al., 2005; Craciunescu et al., 2010; Araki et al., 2021) 

et la composition lipidique de la myéline (Chida et al., 1972; Hirono et Wada, 1978). Des études 

antérieures menées au sein du laboratoire ont pu mettre en évidence des altérations de la 

neurostéroïdogenèse (NSG) et des perturbations épigénétiques liées au développement cérébral 

postnatal des ratons, associées à des troubles cognitifs et moteurs (El Hajj Chehadeh et al., 2014a, b; 

Willekens et al., 2019). Ces effets plus largement observés dans le cervelet démontrent qu’en plus de 

son rôle dans la régulation de la coordination des mouvements, il possède également un rôle dans les 

processus cognitifs et dans des troubles psychiatriques comme l’autisme et la schizophrénie (Phillips et 

al., 2015). Des analyses transcriptomiques sur cette structure cérébrale chez des ratons issus de mères 

carencées ont permis d’identifier des dérégulations de gènes impliqués dans le développement 

cérébelleux et la plasticité synaptique, le tout associé à une diminution du nombre de cellules de 

Purkinje (Willekens et al., 2019). 

Depuis quelques années, il est devenu de plus en plus évident que les pères peuvent également 

affecter le développement et la santé de leur progéniture, notamment par leurs habitudes de vie et 

l’exposition à différents facteurs environnementaux (Kvaavik et al., 2010). Dans ce contexte, l’objectif 

de la thèse est d’étudier les effets de la carence en donneurs de méthyle d’origine paternelle sur le 

développement cérébral des ratons, et comment elle affecte le transport des folates et leur homéostasie 

dans le cerveau. 
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1. LES DONNEURS DE GROUPEMENTS METHYLE 

1.1. Présentation générale 

Le métabolisme des monocarbones est composé de 3 parties : le cycle des folates, le cycle de 

la méthionine et la voie de la transulfuration. Le bon déroulement de ces cycles repose sur les folates 

(vitamine B9) et la vitamine B12 (ou cobalamine). Ces 2 vitamines sont des cofacteurs essentiels 

provenant respectivement de l’alimentation végétale et animale. Ce métabolisme est important pour 

tous les processus de méthylation, ainsi que pour la synthèse des acides nucléiques. La méthylation 

des régions promotrices de gènes et/ou des histones peut influencer la régulation transcriptionnelle et 

donc rendre ces régions accessibles, ou non, aux facteurs de transcription (Sibrian-Vazquez et al., 

2010; Guéant et al., 2013). 

Brièvement, les folates sont les précurseurs pour le cycle des folates, qui permet la conversion 

du tétrahydrofolate (THF) en méthylène-THF, puis en méthylTHF (MeTHF). La première réaction est 

possible grâce à la sérine hydroxy-méthyltransférase (SHMT) et la seconde par l’enzyme méthylène-

tétrahydrofolate réductase (MTHFR). La SHMT et la MTHFR utilisent la vitamine B6 et la vitamine B2 

comme cofacteur, respectivement. Le MeTHF est l’une des molécules charnières de ce métabolisme 

car, sous l’action de la méthionine synthase (MS) et de son cofacteur, la vitamine B12, il donne son 

groupement méthyle (-CH3) pour la synthèse de méthionine (Met). À la suite de cette étape de clivage, 

le THF retourne dans le cycle des folates et la Met est transformée en S-adénosyl méthionine (SAM) 

par l’action des méthionine adénosyl transférases (MAT). La poursuite du cycle de la méthionine permet 

le transfert du groupement -CH3 de la SAM vers les acides nucléiques ou les protéines. Cette perte du 

groupement méthyle permet d’obtenir la S-adénosyl homocystéine (SAH) qui, grâce à la SAH hydrolase 

(SAHH), sera elle-même hydrolysée en homocystéine (Hcy). L’Hcy peut alors soit être reméthylée en 

Met, soit entrer dans la voie de la transulfuration afin de générer des composés antioxydants tels que 

le glutathion ou encore la taurine (Figure 1 ; Guéant et al., 2013). 
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Figure 1 : Vue globale du métabolisme des monocarbones.  

Le métabolisme des monocarbones est constitué de 3 parties : le cycle des folates, le cycle de la méthionine et 
la voie de la transulfuration. La vitamine B9 (ou folates) est le précurseur du dihydrofolate (DHF), lui-même étant 
le précurseur du tétrahydrofolate (THF) qui entre dans le cycle des folates. Par l’action de différentes enzymes, 
ce dernier est transformé en méthyl tétrahydrofolate (MeTHF). Le MeTHF transfère son groupement méthyle 
(Me) à l’homocystéine (Hcy) pour former la méthionine (Met) par l’action de la méthionine synthase (MS) dont la 
vitamine B12 est le cofacteur. La Met est ensuite transformée en S-adénosylméthionine (SAM), le donneur 
universel de groupement méthyle. La SAM est ensuite convertit en S-adénosylhomocystéine (SAH), elle-même 
hydrolysée en Hcy. L’Hcy peut ensuite soit être reméthylée en Met par l’action de la MS, soit entrer dans la voie 
de la transulfuration afin de produire des antioxydants tels que le glutathion ou la taurine (Guéant et al., 2013). 
Illustration réalisée avec le site internet BioRender.com. 

 
Abréviations additionnelles : CBS : cystathionine β-synthase ; CSE : cystathionine γ-lyase ; MAT : méthionine 
adénosyl transférase ; MTHFR : méthylène-tétrahydrofolate réductase ; MTs : méthyltransférases SAM-
dépendantes ; SAHH : S-adénosylhomocystéine hydrolase ; SHMT : sérine hydroxy-méthyltransférase. 

 

1.2. Folates : origine et métabolisme 

1.2.1. Structure et apport en vitamine B9 

Les folates sont des vitamines hydrosolubles apportées par l’alimentation et principalement 

retrouvées dans les légumes, les légumineuses, le foie de volaille et la levure boulangère. Le terme 

« folate » est un terme générique désignant la forme soluble de la vitamine B9. Il s’agit d’une molécule 

conjuguée comportant un acide ptéroïque au centre (ou acide para-amino-benzoïque) qui est lié d’une 

part à un (ou des) résidu(s) de glutamate, et d’une autre part à une base ptéridine (Figure 2A) (Fowler, 

2001; Ebara, 2017). Le dihydrofolate (DHF) et le THF sont les formes réduites des folates qui permettent 

le transfert de monocarbones vers d’autres composés (Figure 2B). 
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Figure 2 : Structure de la vitamine B9 et de ses formes réduites. 

(A) La vitamine B9 (ou folates) est composée d’un acide para-amino-benzoïque en son centre, relié d’une part 
à une base ptéridine et d’autre part à un (ou des) résidu(s) glutamate. Lorsqu’elle comporte un seul résidu 
glutamate, on parle de la forme monoglutamate, contre polyglutamate lorsqu’elle en comporte plusieurs. C’est 
majoritairement sous cette dernière forme qu’elle est rencontrée dans l’alimentation (Guilland et Aimone-Gastin, 
2013). Figure réalisée à l’aide du site librairiedemolecules.education.fr. 
(B) Structure de la vitamine B9 sous ses formes réduites. 

 

L’apport alimentaire en vitamine B9 est influencé par différents facteurs dont la stabilité des 

folates, l’origine de l’apport ou encore l’environnement digestif. Par le fait que les folates possèdent un 

ou plusieurs résidus glutamate, on retrouve donc différentes formes de vitamine B9 dans les aliments, 

dont la forme « polyglutamate » est majoritaire. Une déficience en vitamine B9 peut avoir plusieurs 

origines, dont un défaut d’apport nutritionnel, des mutations génétiques entrainant un défaut dans le 
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cycle (comme la mutation du gène MTHFR), ou une malabsorption (comme une mutation héréditaire 

du gène codant pour le transporteur aux folates PCFT (Proton-Coupled Folate Transporter) (Aluri et al., 

2018), la prise de médicaments ciblant les folates comme le méthotrexate (Visentin et al., 2012) ou 

encore un besoin accru comme lors d’une grossesse (Ebara, 2017). Afin d’éviter ces situations de 

carence, il existe des recommandations nutritionnelles. Le référentiel 2021 publié par l’ANSES (l’agence 

nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de l'environnement et du travail) indique que pour les 

personnes de 18 ans ou plus, les apports recommandés sont de 330 μg/jour, contre 600 μg/jour pour 

une femme enceinte et 500µg/jour pour une femme en période d’allaitement (Annexe 4). Une 

supplémentation est recommandée en période périconceptionnelle (8 semaines avant et après 

conception) pour les femmes, afin de limiter les risques de DFTN (Czeizel et Dudás, 1992). De même, 

une limite supérieure de sécurité à 1000 μg/jour d’apport en acide folique (forme synthétique du dérivé 

oxydé du folate monoglutamate présente dans aliments enrichis et les compléments alimentaires) a été 

définie, pour éviter les effets négatifs de la supplémentation (Annexe 4). En effet, des symptômes 

graves liés à une carence en vitamine B12 peuvent être masqués par l’excès d’apport en vitamine B9, 

pouvant alors entraîner des troubles neurologiques (Butterworth et Tamura, 1989). 

1.2.2. Métabolisme des folates 

La forme polyglutamate du folate présente dans l’alimentation est incapable de passer la 

barrière intestinale. La glutamate carboxypeptidase II (GCPII) va hydrolyser la forme polyglutamate en 

monoglutamate. Cette enzyme est présente au niveau de la barrière intestinale du jéjunum proximal 

(Chandler et al., 1986). L’internalisation dans les entérocytes se fait grâce au transporteur des folates 

couplé aux protons PCFT présent sur la partie apicale. Le fonctionnement de ce récepteur est détaillé 

dans le paragraphe 2.2. Une fois dans les entérocytes, la vitamine B9 sera transformée de manière 

indirecte en MeTHF. Sous cette forme, les folates peuvent passer dans le sang veineux grâce aux 

protéines de la famille des MRP (Multidrug Ressistance-associated Protein). L’entrée dans les cellules 

se fait ensuite grâce aux 2 autres types de récepteurs aux folates, les récepteurs FR (Folate Receptor) 

et RFC (Reduced Folate Carrier) (Figure 3). 
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Figure 3 : Mécanismes d’absorption des folates depuis la lumière intestinale jusqu’aux tissus cibles. 
La glutamate carboxypeptidase II (GCPII) présente sur la bordure en brosse des intestins est capable 
d’hydrolyser la forme polyglutamate du folate, en forme monoglutamate. L’internalisation dans les entérocytes 
se fait grâce au transporteur PCFT1. Sous la forme MeTHF, les folates peuvent passer dans le sang veineux 
grâce aux protéines de la famille des MRP (pour Multidrug Ressistance-associated Protein). L’entrée dans les 
cellules se fait ensuite grâce aux récepteurs FR (Folate Receptor) et RFC (Reduced Folate Carrier). Modifiée de 
(Guéant et al., 2013). 
 
Abréviations additionnelles : FPG : folate polyglutamate ; FMG : folate monoglutamate ; DHF : dihydrofolate ; 
THF : tétrahydrofolate ; GGH : γ-glutamyl hydrolase; FPGS : folylpoly-γ-glutamate synthétase. 

 

Une fois dans la cellule, le MeTHF peut être reconverti en folate monoglutamate et/ou 

polyglutamate (Ebara, 2017). Il peut donc être retrouvé sous forme mono- ou polyglutamate DHF et 

ensuite mono- ou polyglutamate THF. Les conversions en DHF, puis en THF, se font grâce à la 

dihydrofolate réductase (DHFR). Le THF est ensuite converti en méthylène THF grâce à la SHMT, qui 

permet en parallèle la conversion de la glycine en sérine. Cette dernière pourra alors entrer dans la 

synthèse des protéines. Le méthylène THF peut alors soit être réduit en MeTHF par action de l’enzyme 

MTHFR, soit être reconverti en DHF grâce à la thymidylate synthase (TS). Cette enzyme permet 

également la conversion de la désoxyuridine monophosphate (dUMP) en désoxythymidine 

monophosphate (dTMP), qui entre dans la synthèse d’ADN. Enfin, le MeTHF redonnera du THF par 

action de la MS dont la vitamine B12 est le cofacteur (Figure 4) (Fowler, 2001; Guéant et al., 2013; 

Froese et al., 2019). 
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Figure 4 : Cycle des folates. 
La vitamine B9 monoglutamate est réduite en dihydrofolate (DHF) monoglutamate, lui-même réduit en 
tétrahydrofolate (THF) monoglutamate. Cela est également le cas lorsqu’il s’agit de la forme polyglutamate. Ces 
2 étapes de réduction se font grâce à la dihydrofolate réductase (DHFR). Le THF est ensuite converti en 
méthylène-THF, grâce à la sérine hydroxy-méthyltransférase (SHMT), qui permet en parallèle la conversion de 
la glycine en sérine, qui pourra alors participer à la formation des protéines. Le méthylène-THF peut alors soit 
être réduit en méthylTHF (MeTHF) par action de l’enzyme Méthylène Tétrahydrofolate Réductase (MTHFR), soit 
être reconverti en DHF grâce à la thymidylate synthase (TS). Cette enzyme permet également la conversion de 
la désoxyuridine monophosphate (dUMP) en désoxythymidine monophosphate (dTMP), qui entrera alors dans 
la synthèse d’ADN. Enfin, le MeTHF redonnera du THF par action de la MS dont la vitamine B12 est le cofacteur 
(Fowler, 2001; Guéant et al., 2013; Froese et al., 2019). Illustration réalisée avec le site internet BioRender.com. 

 

1.3. Cobalamine : origine et métabolisme 

1.3.1. Structure et apport en vitamine B12 

La cobalamine est un micronutriment hydrosoluble essentiel apporté exclusivement par 

l’alimentation d’origine animale (viande, poisson, œufs et produits laitiers). Elle se compose d’un noyau 

corrine tétrapyrrolique à cobalt (Co) relié à un groupement benzimidazole ribose phosphate. L’atome 

de Co situé au centre du noyau peut être relié à différents groupements, ce qui est à l’origine des 

différentes formes de vitamine B12. Le groupement peut soit être un hydroxyle (-OH), donnant alors la 

forme hydroxocobalamine, soit un méthyle (-CH3) générant la forme méthylcobalamine, soit un cyanure 

(-CN) pour la forme cyanocobalamine ou encore une désoxyadénosine pour former l’adénosyl-

cobalamine (Figure 5). Les formes cyano- et hydroxocobalamine représentent les formes stables, 

tandis que la méthylcobalamine est le cofacteur de la MS dans le métabolisme des monocarbones 

(Scott, 1997; Froese et al., 2019). 
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Figure 5 : Structure de la vitamine B12. 
La vitamine B12 (ou cobalamine) est composée d’un noyau tétrapyrrolique à cobalt (Co). Elle peut prendre 
différentes formes en fonction du groupement rattaché à l’atome de Co. Il peut s’agir de la forme 
hydroxocobalamine (-OH), de la forme méthylcobalamine (-CH3), de la forme cyanocobalamine (-CN) ou encore 
de la forme adénosyl-cobalamine (-désoxyadénosyl). De plus, un groupement benzimidazole ribose phosphate 
vient compléter la structure de la vitamine B12 (Scott, 1997; Froese et al., 2019). Figure réalisée à l’aide du site 
librairiedemolecules.education.fr. 

 

L’apport alimentaire en vitamine B12 se faisant uniquement par les aliments d’origine animale, 

une des principales causes de carence en vitamine B12 dans les pays développés correspond aux 

régimes végétariens. Ces déficits sont d’autant plus importants à prendre en compte chez les femmes 

en période périconceptionnelle car ils peuvent entraîner des conséquences sur le développement de 

l’enfant, comme des retards de développement ainsi qu’une hypotonie (O’Leary et Samman, 2010; 

Kozyraki et Cases, 2013). Une carence en vitamine B12 peut également entraîner une 

hyperhomocystéinémie et une hyperhomocystéinurie (O’Leary et Samman, 2010; Kozyraki et Cases, 

2013). De plus, comme pour la vitamine B9, il existe également différents facteurs limitant l’absorption 

et la biodisponibilité de la vitamine B12 comme des facteurs génétiques associés à une malabsorption 

(comme la mutation du récepteur CD320) ou à des défauts dans le métabolisme (comme la mutation 

du gène MMACHC) (Nielsen et al., 2012). Certains traitements médicamenteux comme les inhibiteurs 

de pompes à protons peuvent également impacter l’assimilation de la vitamine B12 (Long et al., 2012). 

Les recommandations d’apport nutritionnel données par le référentiel 2021 de l’ANSES préconisent un 

apport de 4 µg/jour pour les personnes de 18 ans ou plus, de 4,5 µg/jour pour les femmes enceintes et 

5 µg/jour pour les femmes en période d’allaitement (Annexe 4). Une supplémentation en cobalamine 

peut être mise en place pendant la grossesse, selon une recommandation de 2,5 µg/jour, afin d’éviter 

les DFTN (O’Leary et Samman, 2010; Kozyraki et Cases, 2013). 
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1.3.2. Métabolisme de la vitamine B12 

Le transport de la cobalamine jusque dans l’estomac est permis par l’haptocorrine, le premier 

transporteur intervenant dans l’absorption de la vitamine B12. Ce transporteur sera dégradé par des 

protéases pancréatiques. L’absorption intestinale de la vitamine B12 est rendue possible grâce au 

récepteur CUBAM présent sur la partie terminale de l’iléon (Sherwood et al., 2016). Ce récepteur 

reconnait le complexe vitamine B12-facteur intrinsèque, ce facteur étant l’un des 3 transporteurs de la 

vitamine B12. Chez l’Homme, ce facteur est quasi-exclusivement retrouvé au niveau du tube digestif, 

et est produit par les cellules pariétales de l’estomac. L’externalisation de la cobalamine dans le sang 

est possible grâce au transporteur MRP1, faisant partie de la famille des transporteurs ABC (ATP-

binding cassette). Elle sera alors prise en charge par un second transporteur, la transcobalamine, afin 

d’être redistribuée aux cellules de l’organisme. Ces cellules expriment le récepteur CD320, appartenant 

à la famille des récepteurs aux lipoprotéines de faible densité (LDL), et reconnaissant le complexe 

vitamine B12-transcobalamine (Nielsen et al., 2012). Avant d’entrer dans le métabolisme des 

monocarbones, la cobalamine est transportée du lysosome au cytoplasme cellulaire, où elle sera prise 

en charge par différentes enzymes (MMACHC et MMADHC) afin d’entrer dans le cycle de la méthionine 

en tant que cofacteur de la MS (Quadros, 2010). De plus, la B12 sert également de cofacteur à la 

méthylmalonyl-CoA mutase dans la mitochondrie (Takahashi-Iñiguez et al., 2012).  

1.3.3. Cycle de la méthionine 

Le bon fonctionnement du cycle de la méthionine est permis grâce à la vitamine B12, ce qui 

permet d’éviter l’accumulation de l’Hcy qui est un acide aminé toxique. En effet, la MS utilise la vitamine 

B12 comme cofacteur afin de transférer le groupement -CH3 du MeTHF utilisé comme substrat, à l’Hcy, 

afin de former de la Met d’une part, et le THF de l’autre part. Cette reméthylation de l’Hcy en Met est 

permise lorsque la forme de la B12 utilisée par la MS est la forme méthylcobalamine  (Li et al., 1996; 

Matthews, 2001). La Met ainsi produite est ensuite transformée en SAM, elle-même déméthylée en 

SAH, ce qui permet le transfert du groupement méthyle sur l’ADN via les DNMTs (DNA 

methyltransferases), sur l’ARN via des MTs, ou encore sur les protéines grâce aux PRMTs (protein 

arginine methyltransferases) ou PKMTs (protein lysine methyltransferases). La SAH sera donc 

hydrolysée en Hcy, qui pourra soit être reméthylée en Met grâce à la MS, ou la BHMT (Bétaïne 

Homocystéine Méthyltransférase) par la voie dite de « secours », soit entrer dans la voie de la 

transsulfuration (voir paragraphe 1.4 ; Figure 6). Ces processus et les réactions métaboliques qui s'en 

suivent sont impliqués dans la synthèse des neurotransmetteurs, des phospholipides, de l'ADN et de 

l'ARN (Quadros, 2010; Guéant et al., 2013; Froese et al., 2019). 
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Figure 6 : Cycle de la méthionine. 

La vitamine B12 sous forme méthylcobalamine est le cofacteur de la méthionine synthase (MS). Cette enzyme 
permet la reméthylation de l’homocystéine (Hcy) en méthionine (Met), qui pourra ensuite être transformée en S-
adénosyl-méthionine (SAM), le donneur universel de groupement méthyle. La déméthylation de la SAM en S-
adénosyl-homocystéine (SAH) par les méthyltransférases (MTs) permet le transfert du groupement sur l’ADN, 
l’ARN ou les protéines. La SAH sera ensuite hydrolysée en Hcy, qui sera soit reméthylée en Met par la MS, soit 
par la voie de la bétaïne homocystéine méthyltransférase (BHMT), soit entrer dans la voie de la transsulfuration 
(Quadros, 2010; Guéant et al., 2013; Froese et al., 2019). Illustration réalisée avec le site internet 
BioRender.com. 
 
Abréviations additionnelles : CBS : cystathionine β-synthase ; DMG : diméthylglycine ; Me : groupement 
méthyle ; MeTHF : méthyltétrahydrofolate ; MTs : méthyltransférases SAM-dépendantes ; SAHH : S-
adénosylhomocystéine hydrolase. 

 

1.4. L’homocystéine : molécule charnière du métabolisme des monocarbones 

1.4.1. Structure et apport en homocystéine 

L’Hcy est un micronutriment important pour le métabolisme protéique, glucidique et lipidique 

(Kozyraki et Cases, 2013). Il s’agit d’un acide aminé soufré, non protéinogène, synthétisé à partir du 

cycle de la méthionine. Elle se situe à l’interface entre le cycle des folates et la voie de la transsulfuration 

où elle participe aux processus de reméthylation B9/B12 dépendant (par le biais de la MS) et 

indépendant (via la BHMT). Elle est le précurseur de la cystathionine, cystéine et autres métabolites de 

la voie de la transsulfuration. Implicitement, l’Hcy possède 4 rôles biologiques : il s’agit (1) de la forme 

de stockage de la Met ; (2) du métabolite receveur du groupement méthyle dans le catabolisme de la 

choline ; (3) du précurseur des métabolites de la voie de la transsulfuration ; (4) d’un substrat essentiel 

au recyclage des folates tissulaires en cas de déficience en MS (Finkelstein et Martin, 2000). 

De plus, l’Hcy peut être impliquée dans des modifications structurales de protéines par le biais 

de l’homocystéinylation : le groupement thiol (-SH) de l’Hcy peut se lier à un autre -SH se trouvant sur 

les résidus cystéine, formant ainsi un pont disulfure qui va modifier la fonction de la protéine. Il a été 

montré que cette réaction est possible sur l’hémoglobine, l’albumine sanguine, les LDL et les HDL, les 

immunoglobulines, la transferrine, le fibrinogène et l’α1-antitrypsine (Jakubowski, 2008). 
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1.4.2. Voie de la transulfuration 

Le métabolisme de l’Hcy est régulé par les vitamines B9, B12 et B6. Il dépend de l’apport 

alimentaire de ces vitamines et de l’efficacité des enzymes impliquées dans le métabolisme des 

monocarbones (Finkelstein et Martin, 2000). Comme décrit ci-dessus, l’Hcy peut être reméthylée en 

Met par la MS ou par la BHMT, mais elle peut également être éliminée par la voie de la transsulfuration. 

Cette dernière fait intervenir une première enzyme, la cystathionine β-synthase (CBS), qui utilise la 

vitamine B6 comme cofacteur. La CBS permet la conversion de l’Hcy en cystathionine, qui sera ensuite 

dégradée en cystéine par l’action de la cystathionine γ-lyase (CSE) (utilisant également la vitamine B6 

comme cofacteur) (Figure 7). Produit terminal de cette voie, la cystéine peut être incorporée dans 

différents composants. Elle peut entrer (1) dans la formation du pyruvate (par action de la transaminase 

glutamique oxaloacétique, ou GOT), (2) participer à la formation de la taurine (via la cystéine 

dioxygénase (CDO)), ou (3) encore entrer dans la composition du glutathion (Sbodio et al., 2019). La 

taurine et le glutathion sont de puissants antioxydants, permettant le maintien de la balance redox. En 

effet, une dérégulation de cette voie, tout comme une carence en vitamines B9/B12, peut conduire à 

l’accumulation d’Hcy plasmatique (ou hyperhomocystéinémie), pouvant à terme, mener à des effets 

toxiques liés à ses propriétés pro-apoptotiques et pro-oxydantes. 

 
Figure 7 : Voie de la transsulfuration. 

L’homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré non protéinogène qui fait le lien entre les 3 cycles du 
métabolisme des monocarbones. En effet, elle peut être reméthylée en Met par la MS (Figure 4), ou par la 
BHMT (Figure 6), mais elle peut également être éliminée par la voie de la transsulfuration. Dans cette dernière, 
l’Hcy sera convertie en cystathionine par la cystathionine β-synthase (CBS), qui utilise la vitamine B6 comme 
cofacteur. La cystathionine sera ensuite dégradée en cystéine par l’action de la cystathionine γ-lyase (CSE). Le 
produit terminal de cette voie, la cystéine, pourra ensuite être utilisée pour la synthèse de différents antioxydants. 
Par l’action de la transaminase glutamique oxaloacétique (GOT), elle entrera dans la formation de pyruvate ; par 
l’action de la γ-glutamyl cystéine synthétase (γ-GCS) et de la glutathion synthétase (GS), elle participera à la 
synthèse de glutathion ; et enfin, par l’action de diverses enzymes comme la cystéine dioxygénase (CDO), 
l’acide cystéine-sulfinique décarboxylase (CSAD) et l’hypotaurine déshydrogénase (HTAU-DH), elle contribuera 
à la formation de taurine (Kohl et al., 2019; Sbodio et al., 2019). Illustration réalisée avec le site internet 
BioRender.com. 
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1.5. Conséquences des carences gestationnelles en donneurs de méthyle 

Étant précurseurs des bases puriques et pyrimidiques, les folates sont nécessaires à la division 

et au maintien cellulaire. Des études ont pu démontrer qu’une carence précoce en donneurs de méthyle 

mène à des DFTN, des retards de croissance in utero, des anencéphalies (Herrmann, 2001; Mattson et 

Shea, 2003), des altérations de la neuroplasticité et des défauts cognitifs (Iskandar et al., 2010). D’un 

point de vue métabolique, les déficits nutritionnels en vitamines B9/B12 engendrent une accumulation 

plasmatique et tissulaire d’Hcy, ayant des effets pro-oxydants et pro-apoptotiques avec des effets au 

niveau fonctionnel (Blaise et al., 2007). Par ailleurs, une carence en folates peut impacter le 

développement cérébral postnatal en affectant notamment la neurogenèse et la composition lipidique 

de la myéline, en raison d’une diminution de la méthylation (Silva et al., 2014; Pourié et al., 2015). De 

plus, ces carences précoces sont également liées à un déficit de prolifération des progéniteurs 

neuronaux (Araki et al., 2021), comme cela a récemment été montré dans un modèle murin knock-out 

conditionnel pour le gène MTR (codant pour la MS) au niveau cérébral (Matmat et al., en cours de 

publication). L’hyperhomocystéinémie peut également être associée à un risque accru de 

développement de pathologies cardio- et cérébro-vasculaires (McCully, 2009; Blom et Smulders, 2011). 

Il a été montré qu’un déficit en folate pendant la grossesse est associé au risque d’autisme (Desai et 

al., 2016). 

Des études antérieures menées au sein du laboratoire ont pu mettre en évidence des altérations 

de la NSG et des perturbations épigénétiques liées au développement cérébral postnatal des ratons, 

associées à des troubles cognitifs et moteurs (Blaise et al., 2007; El Hajj Chehadeh et al., 2014a, b; 

Willekens et al., 2019). Des analyses transcriptomiques sur cette structure cérébrale chez des ratons 

issus de mères carencées ont permis d’identifier des dérégulations de gènes impliqués dans le 

développement cérébelleux et la plasticité synaptique, le tout associé à une diminution du nombre de 

cellules de Purkinje (Willekens et al., 2019). Enfin, certaines formes d’autisme présentent des 

syndromes de déficits cérébraux en folate dus à la présence d’auto-anticorps anti-FRα. Dans ce cas, 

les patients sont traités avec de hautes doses d’acide folinique, allant de 0,5 à 1 mg/kg/jour (Ramaekers 

et al., 2016). Une étude a également montré que l’expression des récepteurs aux folates (FRα, PCFT 

et RFC) et des transporteurs ABC (ABCB1, ABCC2, ABCG2, voir paragraphe 2.2) diminue au cours de 

la grossesse, notamment dans le placenta. Cette même étude a également mis en évidence une 

réduction de l’expression de FRα et PCFT dans le placenta prééclampsié (Williams et al., 2012). Cela 

montre l’importance des transporteurs des folates pendant les premières phases de la grossesse, 

notamment lors du développement placentaire et embryonnaire. 

L’absorption des folates est donc cruciale durant la grossesse et l’enfance, c’est pourquoi les 

femmes en période périconceptionnelle sont supplémentées en acide folique, en prévention du spina 

bifida, spécialement au cours du premier trimestre de grossesse (Smithells et al., 1976; Wilson et al., 

2015). Ces supplémentations ont été préconisées à la suite d’études montrant qu’elles permettent de 

réduire l’accumulation d’Hcy (Douaud et al., 2013; Obeid, 2013). Il est donc évident que l’homéostasie 

intracérébrale en folate est essentielle lors du développement mais également à l’âge adulte pour le 

maintien de l’intégrité du tissu cérébral. Cet équilibre repose sur la présence des transporteurs des 
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folates dans le système nerveux central (SNC), et plus particulièrement au niveau de la barrière 

hématoencéphalique (BHE), où ils favorisent l’import des folates dans le cerveau (Alam et al., 2020). 

2. HOMÉOSTASIE CÉRÉBRALE EN FOLATES ET INTERFACES SANG-CERVEAU 

Les interfaces sang-cerveau comprennent la BHE et la barrière sang-liquide céphalorachidien 

(LCR). La BHE, située entre le sang et le milieu cérébral, a été décrite pour la première fois en 1885 

par Paul Ehrlich comme étant une membrane complexe, hautement sélective et semi-perméable 

(Daneman et Prat, 2015). En effet, du fait de sa composition particulière, elle est capable de réguler les 

flux entre les 2 compartiments. La barrière sang-LCR ou « barrière choroïdienne » est représentée par 

les plexus choroïdes. On la retrouve également au niveau des organes circumventriculaires (dite 

tanycytaire) ainsi qu’au niveau de l’arachnoïde (alors nommée arachnoïdienne) (Engelhardt et Sorokin, 

2009). 

2.1. Structure des interfaces sang-cerveau 

2.1.1. Structure de la BHE 

La BHE est présente sur l’ensemble du SNC. Elle comprend l’ensemble des composants 

cellulaires et moléculaires interagissant avec les cellules endothéliales des capillaires. La paroi des 

vaisseaux sanguins cérébraux formée de cellules endothéliales, est continue et non fenestrée 

(Oldendorf, 1977; Daneman et Prat, 2015). Ces cellules endothéliales sont en contact des péricytes, 

qui sont enchâssés dans la membrane basale des vaisseaux. Les cellules endothéliales et les péricytes 

sont entourés des pieds astrocytaires, formant ainsi la BHE (Figure 8) (Blanchette et Daneman, 2015; 

Daneman et Prat, 2015). Cet ensemble, conjointement aux neurones, les cellules de la microglie et les 

macrophages périvasculaires interagissant avec la BHE, composent l’unité neurovasculaire. Il a été 

montré que les péricytes sont les premiers éléments vasculaires à se dilater lors de l’activité neuronale. 

Il existe donc un couplage entre cette activité et la régulation du débit vasculaire dans les capillaires 

cérébraux (Hall et al., 2014). Même si les cellules endothéliales constituent la barrière physique et 

métabolique, les interactions avec les types cellulaires adjacents sont des prérequis à la fonction de 

barrière. La composition, la morphologie, l’activité métabolique ainsi que la fonction de ces cellules 

endothéliales les rendent distinctes des autres types de cellules endothéliales de l’organisme 

(Engelhardt et Sorokin, 2009).  
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Figure 8 : Structure de la barrière hémato-encéphalique. 
La barrière hémato-encéphalique (BHE) sépare le sang du parenchyme cérébral. Elle est composée des cellules 
endothéliales (CE), des péricytes et des pieds astrocytaires. Ces 3 composants interagissent les uns avec les 
autres par le biais de jonctions cellulaires afin de maintenir l’intégrité de la BHE ainsi que sa perméabilité. Les 
jonctions cellulaires sont formées de différentes protéines comme les claudines et les occludines ou encore la 
N-cadhérine qui permet de lier les CE aux péricytes. Le flux de molécules, ions et cellules se fait grâce à 
différents mécanismes de transport actifs mettant en jeu des protéines telles que les MRPs (Multidrug 
Resistance-associated Proteins), BCRP (Breast Cancer Related Protein) et la PGP (glycoprotéine-P, ou MDR1) 
(Blanchette et Daneman, 2015; Daneman et Prat, 2015; Sweeney et al., 2019). Illustration réalisée avec le site 
internet BioRender.com. 
 
Abréviations additionnelles : OCTN : novel organic cation transporteur 

 

Les cellules endothéliales possèdent une forte capacité de synthèse protéique ainsi qu’une 

importante activité métabolique du fait de la présence d’une grande quantité de mitochondries 

(Oldendorf, 1977; Liu et al., 2012). De plus, elles expriment divers récepteurs, transporteurs, et enzymes 

qui contribuent au phénotype de barrière (Declèves et al., 2014). Ces cellules sont polarisées et 

étroitement liées entre elles par des jonctions adhérentes (impliquant la cadhérine V) et serrées incluant 

les claudines (Cldn) 3, 5, 12, l’occludine et les protéines ZO (zonula occludens) (Abbott et al., 2006). 

Les péricytes sont des cellules que l’on retrouve autour des capillaires, des veinules et artérioles. Ces 

cellules interagissent avec les cellules endothéliales par le biais de jonctions « peg-and-socket », faisant 

intervenir la N-cadhérine et la connexine 43. Ces jonctions se composent de protrusions cytoplasmiques 

péricytaires (ou pegs) s’insérant dans des invaginations endothéliales (aussi appelées socket). Cette 

disposition permet notamment le passage des nutriments et des molécules de signalisation (Armulik et 

al., 2011; Tanigami et al., 2012; Liebner et al., 2018). La membrane basale, quant à elle, participe 

essentiellement au maintien de l’intégrité et des propriétés de la BHE (Thomsen et al., 2017). 

Enfin, les pieds astrocytaires ont une forte expression des connexines 30 et 43 leur permettant 

d’établir des jonctions communicantes (De Bock et al., 2014). Comme pour la membrane basale, ces 

pieds astrocytaires sont essentiels au maintien du phénotype de barrière de la BHE car ils optimisent la 

qualité des jonctions serrées, régulent l’expression et la polarisation de certains transporteurs (comme 

MDR1), mais ils peuvent également induire des systèmes enzymatiques (Abbott et al., 2006; Liebner et 
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al., 2018; Liu et al., 2018). Il existe également un transport secondaire actif au niveau de la BHE, comme 

par exemple celui réalisé par les perméases pour le transport des acides aminés. En plus de ce rôle de 

maintien, les pieds astrocytaires participent également activement au contrôle de l’homéostasie 

cérébrale, notamment en régulant le pH, la concentration en ions ainsi que le volume d’eau présent au 

sein du SNC (Liu et al., 2018). Même si les astrocytes sont essentiels à l’intégrité de la BHE, ce sont 

les cellules endothéliales et les péricytes qui possèdent les mécanismes de transport les plus critiques 

de la BHE (Zeisel et al., 2015). 

2.1.2. Structure de la barrière sang-LCR 

De la même manière que pour la BHE, les interfaces sang-LCR jouent un rôle de barrière. Les 

organes circumventriculaires (OCV ; Figure 9) sont des structures neuroépithéliales retrouvées au 

niveau des 3ème et 4ème ventricules cérébraux, possédant des cellules épendymaires spécialisées ou 

tanycytes. L’éminence médiane (ME), les glandes pinéale (PG) et pituitaire postérieure (NH), l’area 

postrema (AP), les organes subfornical (SFO) et subcommissural (SCO), et l’organe vasculaire de la 

lame terminale (OVLT) constituent les OCV (Ballabh et al., 2004; Szathmari et al., 2015). 

 
Figure 9 : Localisation des organes circumventriculaires. 

Les organes circumventriculaires sont composés de différentes structures cérébrales : l’éminence médiane 
(ME), la neurohypophyse (NH), l’organe vasculaire de la lame terminale (OVLT), l’organe subfornical (SFO), la 
glande pinéale (PG), l’organe subcommissural (SCO) et l’area postrema (AP). Ces organes sont constitués de 
cellules neuroépithéliales spécialisées et sont retrouvés au niveau des 3ème et 4ème ventricules cérébraux. Ces 
cellules neuroépithéliales sont des cellules épendymaires, que l’on appelle également des tanycytes. Traduit de 
(Szathmari et al., 2015). 

 

 Contrairement à la BHE, les capillaires des OCV et des plexus choroïdes sont fenestrés, 

permettant la diffusion des molécules hydrosolubles (Engelhardt et Sorokin, 2009; Szathmari et al., 

2015). Au niveau des OCV, cette fenestration permet la régulation des glandes endocrines en 

périphérie, ainsi que la régulation du système nerveux autonome qui comporte notamment le contrôle 

du rythme cardiaque et du métabolisme (Szathmari et al., 2015; Gibbons, 2019). Au niveau des plexus 

choroïdes, la filtration se fait par la partie apicale des cellules épithéliales qui possèdent des jonctions 

cellulaires. Ces jonctions serrées sont caractérisées par une expression des CLDN1, CLDN2, CLDN3 

chez l’Homme et le rat, et de la CLDN5 chez l’Homme uniquement (Kratzer et al., 2012). Ces protéines 
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n’ont pas toutes la même fonction : la CLDN1 est une claudine de scellement, alors que la CLDN2, 

majoritairement retrouvée au niveau de cette barrière, forme un pore assurant le passage paracellulaire 

de petites molécules. On retrouve également une expression de l’occludine et de la tricelluline, cette 

dernière régulant le passage de molécules de haut poids moléculaire (Mariano et al., 2011; Iwamoto et 

al., 2014). En plus de cette fonction de barrière, les plexus choroïdes synthétisent le LCR. Ces 2 

processus sont permis par l’expression de transporteurs contribuant ainsi à l’apport de nutriments et 

l’élimination de molécules toxiques (Engelhardt et Sorokin, 2009). 

En résumé, le rôle principal de ces interfaces sang-cerveau est de réguler le passage de 

molécules, ions et cellules entre le milieu circulant et le tissu cérébral afin de maintenir l’homéostasie 

cérébrale. Ces fonctions sont assurées par la présence des jonctions cellulaires serrées composées de 

protéines cytoplasmiques comme les protéines ZO et la cinguline, mais également de protéines 

membranaires comme les occludines et les Cldn. Cependant, toutes les molécules ne peuvent pas 

diffuser à travers la BHE et nécessitent un certain nombre de mécanismes de transport actifs 

spécifiques aux cellules des capillaires cérébraux. En outre, une BHE fonctionnelle repose sur un 

transport bidirectionnel des nutriments vers le cerveau, et l’élimination des molécules toxiques vers le 

compartiment sanguin (Engelhardt et Sorokin, 2009). 

2.2. Les mécanismes de transport 

2.2.1. Rôle des enzymes 

Du fait de la composition, de l’organisation et de la fonction de la BHE, le passage de molécules 

thérapeutiques au sein du SNC est complexe. Afin d’éviter que des substances toxiques ou des 

composés pharmacologiques actifs n’entrent dans le cerveau, ils sont inactivés par les enzymes de 

phase I exprimées par les cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux et des plexus choroïdes 

(Declèves et al., 2014). 

Au niveau cérébral, l’inactivation des monoamines neuroactives que sont l’adrénaline, la 

noradrénaline et la sérotonine se fait grâce à la monoamine oxydase (MAO). Elle est également capable 

d’agir sur des xénobiotiques contenant des amines. Il existe 2 isoformes de la MAO, la MAOA étant plus 

exprimée au niveau des capillaires cérébraux et des plexus choroïdes par rapport à d’autres tissus 

comme le foie chez la souris (Vanlandewijck et al., 2018). On retrouve également certains membres de 

la superfamille enzymatique des cytochromes P450 (CYP). Ces enzymes catalysent des réactions de 

fonctionnalisation de la phase I du métabolisme des xénobiotiques. Au niveau de la BHE humaine, on 

retrouve principalement les sous-familles CYP2U1 et CYP1B1. Cette dernière participe au métabolisme 

de molécules endogènes comme l’estradiol, de médicaments (tels que le tamoxifène et le docétaxel) 

ou encore de composés toxiques (Ghersi-Egea et al., 1993, 1994; Dauchy et al., 2008; Shawahna et 

al., 2011; Dutour et Poirier, 2017). L’isoenzyme CYP2U1 est impliquée dans le métabolisme des acides 

gras insaturés et saturés à longue chaine (Dhers et al., 2017). Enfin, il existe également une activité 

époxyde hydrolase au niveau des microvaisseaux cérébraux et des plexus choroïdes (Ghersi-Egea et 

al., 1988, 1993; Marowsky et al., 2009). Par exemple, l’enzyme microsomale (EPHX1) est essentielle 
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pour la détoxification des époxydes issus du métabolisme de certains xénobiotiques et des époxydes 

exogènes (Václavíková et al., 2015). 

Quant aux enzymes de phase II, elles catalysent les réactions de conjugaison permettant 

l’élimination de leurs substrats en les rendant plus polaires. Parmi ces enzymes, on retrouve notamment 

les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) qui réalisent les réactions de glucuronoconjugaison, les 

glutathion S-transférases (GST) qui conjuguent des molécules au glutathion réduit (GSH), ainsi que les 

sulfotransférases (SULT) qui possèdent de nombreux substrats endogènes comme les hormones et les 

stéroïdes (Shawahna et al., 2011). Ces enzymes sont présentes dans la BHE et la barrière sang-LCR. 

Selon le substrat utilisé, l’activité des UGT dans les plexus choroïdes de rat est comparable à celle du 

foie, et est 40 à 150 fois supérieure par rapport à l’activité mesurée dans la BHE (Ghersi-Egea et al., 

1994; Leininger-Muller et al., 1994). Les plexus choroïdes possèdent également un équipement 

enzymatique de réactions antioxydantes, notamment l’activité glutathion peroxydase (Tayarani et al., 

1989). 

2.2.2. Rôle des récepteurs et transporteurs 

Du fait même de la structure même de la BHE, il existe très peu de passage transcellulaire de 

molécules. Pour compenser et sélectionner les composés, les cellules endothéliales de la BHE 

possèdent de nombreux mécanismes de transport. Cela permet la sélection des nutriments et molécules 

actives présentes dans le sang, mais également l’élimination des déchets métaboliques. Les 

transporteurs d’efflux présents au niveau de la BHE régulent le passage de composés entre le sang et 

le parenchyme cérébral. Parmi ces transporteurs, on retrouve ceux de la famille des transporteurs SLC 

(Solute Carrier Transporter) et ceux de la famille des transporteurs ABC (Figure 10). Les transporteurs 

SLC permettent la diffusion facilitée (ou transport actif secondaire) alors que ceux de la famille ABC 

effectuent un transport actif primaire. De manière générale, l’absorption de molécules est permise par 

les transporteurs SLC et l’efflux contre le gradient de concentration par les transporteurs ABC (Morris 

et al., 2017). 
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Figure 10 : Systèmes de transports au niveau des interfaces sang-cerveau. 
L’image de gauche représente la barrière hémato-encéphalique (BHE) et celle de droite la barrière sang-liquide 
céphalorachidien (LCR ou CSF pour cerebrospinal fluid). Au niveau de la BHE, on retrouve majoritairement des 
transporteurs ABC sur la partie luminale des cellules endothéliales. Quant aux transporteurs SLC, ils sont plutôt 
retrouvés du côté du parenchyme cérébral. Le même type d’organisation est retrouvé au niveau des plexus 
choroïdes avec les transporteurs ABC sur la partie basale et ceux de la famille SLC sur la partie en contact avec 
le LCR (issue de Ghersi-Egea et al., 2018). 

 

2.2.2.1. Les transporteurs SLC 

Les transporteurs SLC constituent une superfamille de gènes contenant au total 52 familles et 

près de 400 transporteurs différents. Ils incluent non seulement des échangeurs et transporteurs d’ions, 

mais également des mécanismes de transport facilité. Ces transporteurs peuvent agir de façon uni- ou 

bi-directionnelle et sont exprimées dans le foie, l’intestin, les reins mais également au niveau des 

barrières placentaire, la BHE, les plexus choroïdes et la barrière hémato-testiculaire (BHT). Ces 

transporteurs permettent le transfert de diverses molécules comme des médicaments, des stéroïdes ou 

encore des peptides (Morris et al., 2017). 

Le substrat énergétique principal du SNC est le glucose. Son apport depuis la périphérie 

s’effectue grâce au transporteur GLUT1, codé par le gène Slc2a1, et GLUT3, codé par le gène Slc2a3. 

Ils fonctionnent en uniport et possèdent un seul site de liaison aux hexoses. Lorsque la concentration 

en glucose dans le parenchyme cérébral est inférieure à celle du plasma, ils permettent son entrée au 

niveau du SNC. GLUT1 est exprimé par les cellules endothéliales (Sweeney et al., 2019). Au niveau 

des interfaces sang-cerveau, on retrouve principalement les transporteurs SLCO, SLC7A, SLC16A, 

SLC22A, SLC28A et SLC29A au niveau de la BHE ; et SLCO, SLC1A, SLC15 et SLC22 au niveau des 

plexus choroïdes des rongeurs (Stieger et Gao, 2015; Strazielle et Ghersi-Egea, 2015). La famille SLCO 

possède une large variété de substrats, notamment les prostaglandines, les hormones thyroïdiennes, 

l’oestradiol-17β-glucuronide et les stéroïdes sulfatées comme l’estrone-3-sulfate, le 

déhydroépiandrostérone sulfate (DHEAS) et la prégnénolone sulfate (Grube et al., 2018). 

Le transporteur RFC, encodé par le gène Slc19a1, appartient à la famille des transporteurs 

SLC. Il s’agit d’un échangeur anionique actif qui permet l’internalisation des folates réduits dans les 
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tissus à partir du sang (Figure 11). Chez les mammifères, le substrat physiologique de RFC est la forme 

MeTHF de la vitamine B9, qui correspond à la forme circulante majoritaire de cette vitamine (Matherly 

et al., 2007). Comme pour les autres transporteurs FRs et PCFT, RFC est capable de lier l’acide folique, 

mais avec une affinité 50 à 100 fois inférieure comparée au MeTHF. Ce transporteur est caractérisé par 

un fonctionnement à pH physiologique (pH 7 – 7,5), activité qui décroit avec l’augmentation de la valeur 

de pH. En plus du transport de la vitamine B9, RFC est également capable d’internaliser des molécules 

ciblant les folates telles que l’aminoptérine, le méthotrexate, le pémétrexed, le pralatrexed, et le 

ralitrexed (Matherly et al., 2007). Ces molécules peuvent également être transportées par PCFT. A 

l’inverse, les 2 molécules antitumorales δ-hémiphthaloylornithine antifolate PT523 et la 

benzoquinazoline antifolate GW1843U89, sont spécifiques de RFC (Desmoulin et al., 2012; O’Connor 

et al., 2021). Il a été démontré que le polymorphisme 80G>A du gène codant pour RFC interagit avec 

le nombre de copies du chromosome 21 et affecte l’efficacité et la toxicité du méthotrexate (Gregers et 

al., 2010).  

Le transporteur RFC est exprimé de manière ubiquitaire et joue un rôle crucial au cours du 

développement (Zhao et al., 2001; Matherly et al., 2007). Chez l’Homme, il est retrouvé majoritairement 

dans le foie et le placenta, mais également dans la moelle osseuse, les leucocytes, l’intestin, les 

poumons, les reins et le cerveau. Au niveau cérébral, il est notamment présent sur la surface apicale 

des plexus choroïdes et les cellules longeant le canal rachidien (Wang et al., 2001; Whetstine et al., 

2002). Les travaux menés par Alam et ses collaborateurs ont permis de mettre en évidence une 

régulation de l‘expression génique et protéique de RFC par le récepteur à la vitamine D (VDR) dans 

des capillaires cérébraux isolés de souris (Alam et al., 2017, 2019). 

Le récepteur PCFT, codé par le gène Slc46a1, est le dernier récepteur aux folates à avoir été 

identifié. Contrairement à RFC, il fonctionne en symport folate-proton et dans des conditions acides, à 

pH 5-5,5 (Figure 11). Il permet l’absorption intestinale des folates présents dans l’alimentation du fait 

de sa présence au niveau de la bordure en brosse de l’intestin. Structuralement parlant, PCFT est 

stéréospécifique pour la forme 5-formyl-THF de la vitamine B9, mais il est capable de lier les autres 

formes réduites ainsi que l’acide folique (Zhao et Goldman, 2007). Tout comme RFC, il est également 

capable d’internaliser des molécules ciblant les folates telles que l’aminoptérine, le méthotrexate, le 

pémétrexed, le pralatrexed, et le ralitrexed (Matherly et al., 2007), bien que le pémétrexed ait été 

considéré comme le meilleur substrat pour ce transporteur (Zhao et Goldman, 2007). En effet, à pH 5,5, 

l’affinité de pémétrexed pour PCFT est plus élevée (KM ~ 0,2 à 0,8 µM) par apport au méthotrexate (KM 

= 3,4 µM) dans les cellules de la lignée HepG2 transfectées (Zhao et al., 2008a).  

De plus, un traitement des cellules HEK293 ou des oocytes de Xenopus Laevis avec de 

nigéricine (ionophore échangeur de H+, K+, Pb2+) ou le FCCP (cyanure de carbonyle-p-

trifluorométhoxyphénylhydrazone) permet de réduire le transport lié à PCFT (Qiu et al., 2006; Inoue et 

al., 2008). Chez l’Homme, PCFT est largement exprimé au niveau intestinal, principalement dans la 

bordure en brosse du duodénum et du jéjunum proximal, mais également au niveau des plexus 

choroïdes, du foie et des reins (Inoue et al., 2008; Wollack et al., 2008). On retrouve une expression 

plus modérée dans les ovaires, l’utérus, les testicules et l’épididyme. Son expression est régulée par le 
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facteur respiratoire nucléaire 1 (NRF-1), le VDR et des médicaments comme les inhibiteurs de pompes 

à protons, l’oméprazole ou le pantoprazole (Eloranta et al., 2009; Gonen et Assaraf, 2010; Urquhart et 

al., 2010). Une étude conduite dans un modèle murin a montré qu’une carence en folate augmente 

l’expression génique de PCFT au niveau de l’intestin grêle proximal (Qiu et al., 2007) suggérant qu’il 

existe également un mécanisme d’auto-régulation de l’expression de PCFT par les folates. 

 

 
 

Figure 11 : Influx des folates dans les cellules médié par les transporteurs des folates. 
Le transport des folates est réalisé par 3 types de transporteurs (i) RFC qui fonctionne en antiport anionique à 
pH physiologique, (ii) PCFT qui permet l’internalisation de la B9 en symport avec un proton, et (iii) les récepteurs 
FR qui font entrer la B9 par endocytose dans la cellule. La B9, représentée par le rond rose (   ), ainsi introduite 
dans la cellule, peut ensuite intégrer le métabolisme des monocarbones. Illustration réalisée avec le site internet 
BioRender.com. 

 
Abréviations additionnelles : A- : anions ; H+ : proton ; EC : milieu extra-cellulaire ; IC : milieu intra-cellulaire ; 
RFC : Reduced Folate Carrier ; PCFT : Proton-Coupled Folate Transporteur ; FR : Folate Receptor 

 

2.2.2.2. Les transporteurs FRs 

Les FR, 3ème groupe de transporteurs des folates, n'appartiennent pas à la famille des 

transporteurs SLC (Figure 11). On distingue 3 isoformes homologues majoritaires : FRα, FRβ et FRγ, 

respectivement codées par les gènes Folr1, Folr2 et Folr3. Les formes FRα et FRβ sont présentes à la 

surface des cellules grâce à la présence d’une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) alors que FRγ 

est une forme soluble. Cette famille de récepteurs reconnait avec une forte affinité les formes réduites 

et conjuguées des folates, l’acide folique, ainsi que des antifolates (Elnakat et Ratnam, 2004). Les 

récepteurs FRα et FRβ introduisent les folates dans la cellule par un processus d’endocytose avec 

formation d’endosome. Le relargage des folates dans le cytoplasme cellulaire est possible par le 

phénomène de diffusion, mais il peut aussi être médié par PCFT. Dans les conditions physiologiques, 

c’est majoritairement la forme FRα qui est retrouvée sur la surface apicale des cellules épithéliales où 

son expression permettrait de protéger les tissus des agents cytotoxiques ciblant le métabolisme des 

folates (Weitman et al., 1992). On la retrouve au niveau des tubules proximaux rénaux, de l’épithélium 

pigmentaire rétinien, des trompes de Fallope, de l’utérus, du placenta et des plexus choroïdes. Son 

expression est régulée par HNF4α (Salbaum et al., 2009). Pour ce qui est de la forme FRβ, elle est 
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principalement localisée au niveau des cellules hématopoïétiques et du placenta (Elnakat et Ratnam, 

2004). De plus, ces récepteurs sont également retrouvés au niveau des testicules (Holm et al., 1999), 

de la prostate (Holm et al., 1993), et dans le sperme (Holm et al., 1991), chez l’Homme. L’isoforme FRα 

est surexprimée dans différents cancers dont le choriocarcinome testiculaire (Ross et al., 1994; Elnakat 

and Ratnam, 2006; Assaraf et al., 2014). 

2.2.2.3. Les transporteurs ABC 

Les transporteurs ABC représentent plus de 50 protéines transmembranaires classées en 7 

sous-familles notées de A à G. Pour fonctionner, ils ont besoin de l’énergie fournie par l'hydrolyse de 

l’ATP afin d’assurer le transport de molécules à travers la membrane. Ils sont principalement connus 

pour leur rôle d’élimination des déchets toxiques et des médicaments, étant à l'origine de nombreuses 

résistances aux traitements médicamenteux. Les 3 sous-familles représentées au niveau des interfaces 

sang-cerveau sont : ABCB, ABCC et ABCG (Morris et al., 2017). 

La glycoprotéine-P (P-GP, aussi retrouvé sous le nom MDR1 (Multidrug Resistance Protein 1)) 

qui est codée par le gène Abcb1, possède 2 isoformes chez la souris et le rat, et une seule chez 

l’Homme. Chez les rongeurs, les gènes Abcb1a et Abcb1b sont exprimés de manière tissu-spécifique, 

ce qui leur confère des propriétés particulières de transport. MDR1a est l’isoforme la plus proche de 

celle de l’Homme et celle qui est principalement retrouvée au niveau de la BHE. Cependant, son niveau 

d’expression est plus faible dans les plexus choroïdes que dans les microvaisseaux cérébraux 

(Strazielle et Ghersi-Egea, 2015). La P-GP possède une grande diversité de substrats, dont plusieurs 

médicaments de différentes classes thérapeutiques comme la plupart des antitumoraux, les agents 

antidépresseurs et antipsychotiques, antirétroviraux, les immunosuppresseurs et certains antibiotiques 

(Amawi et al., 2019). De plus, il existe un polymorphisme de type single nucleotide polymorphism (SNP) 

du gène ABCB1 pouvant expliquer la différence observée en termes de toxicité lors d’un traitement avec 

du méthotrexate chez des patients. L’étude menée par Han et ses collaborateurs a pu mettre en 

évidence une importante influence des polymorphismes de ABCB1 et MTHFR sur la toxicité 

hématopoïétique liée au traitement par le méthotrexate chez des patients atteints d’hémopathies 

malignes (Han et al., 2021). 

La protéine MRP1 (Multidrug Resistance-associated Protein) est codée par le gène Abcc1, 

premier transporteur à avoir été identifié dans la sous-famille des transporteurs ABCC (Cole et al., 

1992). Il s’agit d’un transporteur retrouvé de manière ubiquitaire dans les tissus, avec une prédominance 

dans les reins, la vessie et les surrénales, le placenta, la rate, les poumons et les testicules (Flens et 

al., 1996; St-Pierre et al., 2000; Chang, 2007), mais également au niveau des barrières sang-cerveau, 

sang-LCR et sang-testicule. Dans ces barrières, le transporteur MRP1 possède un rôle d’élimination 

des substances toxiques dans le but de protéger ces organes (i.e. cerveau et testicules) (Wijnholds et 

al., 2000; Mercier et al., 2004). Les transporteurs MRP2 et MRP4 permettent également l’élimination de 

xénobiotiques via la BHE. Il existe plusieurs polymorphismes du gène Abcc1, majoritairement des SNP, 

mais il est possible de retrouver des insertions, des délétions et des répétitions au niveau génique. Ces 

polymorphismes entraînent des modifications de réponse aux traitements anticancéreux. En effet, 
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MRP1 possède un large variété de substrats : on retrouve des molécules anticancéreuses, comme le 

méthotrexate, ou anti-VIH (virus de l'immunodéficience humaine), mais également des anions 

conjugués organiques comme le glutathion et la vitamine B9 sous la forme d’acide folique (Figure 12), 

ou encore le DHEAS et l’estrone-3-sulfate (transporté conjointement au GSH) (Yin and Zhang, 2011; 

Grube et al., 2018). 

Tout comme MRP1 et MRP3, MRP2 et MRP4 participent à l’élimination du méthotrexate et 

d’autres médicaments, et peuvent donc jouer un rôle dans les mécanismes de neuroprotection au 

niveau de la BHE et des plexus choroïdes (Rao et al., 1999; Chen et al., 2002; Leggas et al., 2004). Le 

transporteur MRP4 possède également des substrats endogènes tel que le DHEAS. Son expression a 

été retrouvée dans les cellules gliales, dont les astrocytes qui sont eux-mêmes régulés par la 

progestérone et le DHEA (Grube et al., 2018). Les hormones stéroïdes sont également transportées 

par MRP8 (codé par le gène Abcc11) au niveau du cerveau. Il a été montré que ce transporteur est 

capable de transférer le DHEAS et l’estrone-3-sulfate dans des vésicules membranaires isolées. Sa 

localisation préférentielle au niveau des axones engendre l’implication de MRP8 dans l’efflux 

présynaptique des hormones stéroïdes, et donc dans la modulation de l’expression des récepteurs post-

synaptiques (Grube et al., 2018). Concernant les folates, ils peuvent être mobilisés à partir du foie avant 

d’être exportés à travers la membrane du canal biliaire par l’intermédiaire de MRP2 et BCRP, vers 

l’intestin afin d’être à nouveau disponibles pour, soit les mécanismes de réabsorption du cycle entéro-

hépatique, soit un transport par les MRP dans la circulation systémique (Zhao et al., 2017). Une étude 

a mis en évidence que le statut en folates des cellules affecte le transport des molécules par MRP1 

(Hooijberg et al., 2004). 

 
 

Figure 12 : Efflux cellulaire des folates par les transporteurs ABC. 
Le transport des folates ( ) du compartiment intracellulaire à l’extérieur des cellules est réalisé par les 
transporteurs ABC. Parmi cette superfamille, on retrouve notamment BCRP (codé par le gène Abcg2) et les 
MRP (codés par les gènes Abcc1-5). Illustration réalisée avec le site internet BioRender.com. 

 
Abréviations additionnelles : EC : milieu extra-cellulaire ; IC : milieu intra-cellulaire ; BCRP : Breast Cancer 
Related Protein ; MRP : Multidrug Resistance-associated Protein 
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Enfin, les transporteurs de la sous-famille ABCG sont sous forme de monomères et doivent se 

dimériser pour acquérir l’activité de transport de molécules. Chez le rat, il a été montré que leur 

expression est très élevée dès la naissance et est maintenue jusqu’à l’âge adulte (Ghersi-Egea et al., 

2018). Tout comme MRP1, BCRP est capable de transporter une grande variété de molécules 

anticancéreuses (dont des anthracyclines comme la doxorubicine, et des antifolates comme le 

méthotrexate) mais également des composés toxiques présents dans l’alimentation (comme des 

porphyrines) (Assaraf, 2006). Des auteurs ont également montré qu’une surexpression de BCRP dans 

des cellules cancéreuses est corrélée à une résistance au méthotrexate (Volk et al., 2002). En plus de 

ces composés, BCRP est également capable de transporter des formes réduites de la vitamine B9 dont 

les formes THF, MeTHF et le méthylène-THF (Kusuhara et al., 1998), et des stéroïdes sulfatés comme 

le DHEAS, l’estrone-3-sulfate, ou encore la dihydrotestostérone (DHT) (Grube et al., 2018). De plus, les 

travaux de Ifergan et ses collaborateurs ont montré qu’une déficience en folates entraîne la perte 

d’expression des protéines MRP1 et BCRP chez des patientes atteintes du cancer du sein (Ifergan et 

al., 2004). A l’inverse, d’autres auteurs ont reporté une augmentation de l’expression de BCRP en 

condition de carence en vitamine B9 dans des cellules d’adénocarcinome colorectal (Lemos et al., 

2008). 

2.3. Conséquence d’une altération de l’homéostasie intracérébrale en folate 

L’homéostasie en folates dans le cerveau joue un rôle essentiel au cours du développement 

cérébral et une diminution de son contenu peut être à l’origine de l’apparition de pathologies 

neurologiques. Son maintien nécessite un environnement stable et contrôlé, passant par le bon 

fonctionnement et l’intégrité des barrières sang-cerveau présentées ci-dessus. 

Le métabolisme des monocarbones joue un rôle clé au niveau du SNC. Pour exemple, l’Hcy 

agit comme un inhibiteur des pompes Na+/K+-ATPase dans différentes régions cérébrales comme le 

cortex ou encore l’hippocampe (Kozyraki et Cases, 2013). Cette inhibition peut être à l’origine d’une 

altération du potentiel membranaire, ayant pour conséquence un dysfonctionnement des cellules 

neuronales. Lors d’une carence en vitamines B9/B12 qui engendre une hyperhomocystéinémie, on peut 

retrouver une accumulation d’Hcy dans les tissus qui peut se lier aux protéines. Ce phénomène appelé 

l’homocystéinylation, est responsable d'une importante cytotoxicité résultant de l’activation des 

processus cellulaires de réponse aux protéines non ou mal repliées, via un stress du réticulum 

endoplasmique (Finkelstein et Martin, 2000). 

En dehors des déficiences ou carences liées à un défaut d’apport alimentaire, il existe des 

mutations génétiques impactant le transport des folates. La mutation la plus représentative des 

conséquences d’un déficit systémique en folates est celle concernant le récepteur PCFT. Pour rappel, 

ce transporteur est principalement retrouvé au niveau de l’intestin et des plexus choroïdes. Cette 

mutation est autosomale récessive et est responsable, entre autres, de retards de croissance, d’une 

malabsorption des folates et d’une susceptibilité accrue aux infections. Les signes cliniques 

correspondant aux atteintes du SNC correspondent à l’irritabilité, une hypotonie, l’ataxie ou encore la 
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dyskinésie. Elle peut également être à l’origine d’une déficience intellectuelle, de crises d’épilepsie et 

de neuropathies périphériques (Ramaekers et Quadros, 2022). 

En 2004, Vincent Ramaekers et son équipe ont introduit le concept de déficience cérébrale en 

folates ou CFD (Cerebral Folate Deficiency). Cette notion intègre toutes les pathologies 

neurodéveloppementales et neuropsychiatriques qui se caractérisent par une très faible concentration 

en MeTHF dans le LCR alors que les niveaux d’Hcy, B12 et B9 sont normaux au niveau circulant 

(Ramaekers et Blau, 2007). D’après la littérature, il existe 5 grands mécanismes potentiellement 

responsables de cette déficience : (1) Réduction du transport des folates à travers les interfaces sang-

cerveau ; (2) Réduction du stockage et de la libération des folates ; (3) Augmentation de l’utilisation et 

de la consommation de folates réduits par le SNC ; (4) Augmentation du catabolisme des folates réduits 

au sein du SNC ; et (5) Conditions métaboliques affectant le métabolisme des folates au sein du SNC 

(Ramaekers et Quadros, 2022). 

3. CONSÉQUENCES DES CARENCES EN FOLATES D’ORIGINE PATERNELLE 

Les effets des carences gestationnelles en donneurs de méthyle sont largement décrits, et ont 

conduit aux recommandations de supplémentation maternelle en période périconceptionnelle. Pendant 

des années, le père a été limité à son rôle de transmission de matériel génétique via le sperme. 

Récemment, des publications ont pu mettre en évidence que tout comme pour les mères, le statut 

nutritionnel des pères peut impacter la progéniture, conduisant au développement de pathologies à l’âge 

adulte (Dimofski et al., 2021 (Annexe 1)). Il existe des données concernant les régimes déficients en 

protéines, en vitamines ou restrictifs (comme le jeûne intermittent ou la restriction calorique) mais 

également sur des régimes enrichis en lipides et sucres. De manière générale, quel que soit le régime 

du père, toute modification des apports nutritionnels peut engendrer (i) des troubles de la grossesse 

potentiellement liés à des altérations du sperme, (ii) des désordres métaboliques (pouvant aboutir à 

l’obésité ou des dysfonctionnements pancréatiques), (iii) le développement de pathologies cardiaques 

ou de cancers, mais cela peut également altérer le développement cérébral (Figure 13). 
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Figure 13 : Conséquences des altérations de l’alimentation des pères sur leur progéniture. 

Le statut nutritionnel des pères peut impacter la croissance et le métabolisme de la descendance, et donc leur 
prédisposition à différentes pathologies à l’âge adulte. Cela est lié à l'hypothèse de la programmation fœtale, car 
les pères agissent indirectement sur la croissance du fœtus. En outre, à l'instar de la théorie DOHaD 
(Developmental Origin of Health and Disease), le paradigme POHaD suggère que l'environnement paternel 
pourrait également influencer les changements métaboliques de la progéniture. Les mécanismes sous-jacents 
à tous ces événements sont mal compris, mais de nouvelles données suggèrent qu'ils pourraient être transmis 
par l'épigénome des spermatozoïdes (issu de Dimofski et al., 2021). 

 

3.1. Influence du régime riche en lipides sur la descendance 

Un régime paternel riche en lipides (HFD) pourrait conduire à des désordres métaboliques et 

l'obésité chez l’Homme (Power, 2003; Kasturi et al., 2008; Portha et al., 2019). Dans les modèles 

animaux, ce régime est connu pour induire une réduction transgénérationnelle du poids corporel chez 

les ratons à J3 (de Castro Barbosa et al., 2016), mais une augmentation pour les descendants plus 

âgés chez les souris (Binder et al., 2012a; Chowdhury et al., 2016; Grandjean et al., 2016; Masuyama 

et al., 2016) avec une masse grasse corporelle plus élevée (Ghanayem et al., 2010; Chowdhury et al., 

2016; Masuyama et al., 2016). Les pères nourris avec une alimentation riche en lipides peuvent 

transmettre aux femelles de la génération F1 un dysfonctionnement des cellules β du pancréas et une 

intolérance au glucose (Ng et al., 2010), ainsi qu'une réponse altérée à l'insuline chez la progéniture 

mâle (Grandjean et al., 2016). 

D'autres études sur le tissu adipeux blanc rétropéritonéal montrent que de nombreuses voies 

métaboliques sont affectées dans la descendance, telles que la réponse cellulaire et mitochondriale au 

stress, la survie et la mort cellulaire, la signalisation de la télomérase, la croissance et la prolifération 

cellulaires, et le cycle cellulaire (Ng et al., 2014). La consommation paternelle de HFD donne des 

signatures génétiques liées aux maladies dégénératives chroniques et au vieillissement précoce, à la 

fois dans les cellules β du pancréas et dans le tissu adipeux blanc rétropéritonéal de leur progéniture 
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(Ng et al., 2010, 2014). L'exposition paternelle au HFD peut entraîner un risque accru de maladie rénale 

chronique (Chowdhury et al., 2016) et le développement d'un phénomène similaire au syndrome 

métabolique (Masuyama et al., 2016). En outre, Zhou et ses collaborateurs rapportent que l'hyperphagie 

paternelle entraîne des déficiences cognitives chez la descendance F1, mais pas chez la génération F2 

chez les souris. Ces déficiences sont liées à une diminution de la neurogenèse hippocampique 

potentiellement due à une hyperméthylation du promoteur du gène Bdnf (Brain-Derived Neurotrophic 

Factor) transmise par les spermatozoïdes des pères (Zhou et al., 2018).  

Lorsque les pères sont nourris avec une alimentation riche en lipides, il en résulte, pour les 

femelles avec qui l’accouplement se fait, un nombre réduit de bouchons et de grossesses, peut-être en 

raison de la diminution de 20% de la mobilité des spermatozoïdes (Ghanayem et al., 2010). La 

fécondation in vitro réalisée avec des spermatozoïdes de pères nourris avec un HFD montre un retard 

dans le développement préimplantatoire des embryons et une fréquence réduite de formation des 

blastocystes, ainsi qu'une moindre capacité des embryons à s'implanter dans la paroi utérine. Les 

processus biologiques des blastocystes sont également concernés : des modifications du métabolisme 

glucidique avec une augmentation de la voie de la glycolyse et de l'absorption du pyruvate, et une 

réduction du potentiel membranaire mitochondrial sont rencontrées (Binder et al., 2012a, b). 

D'autres études ont montré que ce régime chez le père pouvait également affecter le 

déroulement de la grossesse, tels qu'un taux réduit de grossesse arrivant à terme, des poids 

placentaires et fœtaux faibles, et un retard morphologique, tel qu'une croissance retardée des membres 

(Binder et al., 2012a, b). Ces données suggèrent que le régime HFD paternel a un impact négatif sur la 

physiologie de l'embryon et son état de santé à l'âge adulte chez les rongeurs. 

3.2. Impacts d'une alimentation paternelle riche en sucres 

Comme le régime pauvre en protéines (LPD) ou HFD, une alimentation paternelle riche en sucre 

a des effets néfastes sur la progéniture. Le régime riche en sucres est un problème de santé publique 

puisqu’il possède un impact délétère sur la physiologie humaine (Lin et al., 2013; Bjornstad et al., 2019). 

L'apport excessif de sucres tels que le glucose ou le fructose, est étroitement lié au risque de maladies 

cardiovasculaires et métaboliques. Le fructose est actuellement ajouté aux aliments industrialisés (Choo 

et al., 2018), et sa surconsommation induit une augmentation de la concentration hépatique en 

triacylglycérol, une hypercholestérolémie, une hypertriglycéridémie, et une altération du métabolisme 

du glucose avec une hyperinsulinémie chez les mères comme chez les pères (Carapeto et al., 2018; 

Ornellas et al., 2020). Par conséquent, si la mère ou le père seul, ou les deux, sont soumis à un régime 

riche en fructose, on observe chez leur progéniture une diminution de la concentration d'adiponectine, 

mais une augmentation de la concentration en leptine, ainsi qu'une augmentation de la pression 

artérielle, de l'uricémie et une accumulation de graisse génitale (Carapeto et al., 2018; Ornellas et al., 

2020). Lorsque les parents sont tous deux soumis à un régime riche en fructose, les effets sur le 

métabolisme hépatique de la progéniture sont plus graves et s'accompagnent d'une augmentation des 

marqueurs inflammatoires (Ornellas et al., 2017; Carapeto et al., 2018). 
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Une autre étude chez la drosophile montre qu'un régime paternel riche en sucres pourrait être 

lié à une altération de l'homéostasie énergétique chez la progéniture. Cependant, cela n'a pas affecté 

la croissance et le développement de la progéniture, mais a reprogrammé leur métabolisme de manière 

stable (Öst et al., 2014; Emborski et Mikheyev, 2019; Teltumbade et al., 2020). L'étude menée par Nätt 

et ses collaborateurs montre que le contenu en ARN des spermatozoïdes change rapidement en 

réponse à un régime riche en sucres chez l'Homme. Ils ont utilisé une stratégie en deux étapes dans 

laquelle chaque participant était son propre témoin. Dans cette étude, ils ont rapporté que le nombre de 

spermatozoïdes n'était pas affecté, mais que certains fragments d’ARNt (tRFs) étaient régulés à la 

hausse en réponse à un régime riche en sucres. Ils ont ensuite comparé ces résultats à ceux d'hommes 

obèses qui présentaient également une altération de la teneur en tRFs de leurs spermatozoïdes (Nätt 

et al., 2019).  

Un régime riche en sucres, combiné avec un régime riche en graisses, entraîne un 

dysfonctionnement du système reproducteur avec une descente testiculaire plus précoce dans la 

génération F1 (Oshio et al., 2020). Ce régime hypercalorique est également connu pour augmenter la 

masse grasse chez les rats (Chambers et al., 2016; Oshio et al., 2020) et les souris (Fullston et al., 

2012, 2013).  

Ces études antérieures suggèrent qu'un régime riche en sucres ou hypercalorique pourrait 

affecter à la fois le métabolisme de la progéniture et les paramètres de reproduction. 

3.3. Impact du régime pauvre en protéines du père sur la descendance 

L'obésité résulte d'un déséquilibre entre l'apport et la dépense énergétique, et est influencée 

par une prédisposition génétique et/ou une hérédité épigénétique et des effets transgénérationnels 

(Pigeyre et al., 2016; Reddon et al., 2016). Par exemple, la teneur en protéines du régime alimentaire 

paternel influence le métabolisme de la progéniture. Chez la souris, lorsque les pères sont nourris avec 

un régime LPD, la descendance présente une plus grande vulnérabilité vis-à-vis de différentes 

pathologies comme l'intolérance au glucose, le stress et l'anxiété, les dysfonctionnements métaboliques 

et cardiovasculaires, l'altération du développement du squelette et l’altération du dépôt minéral osseux 

(Carone et al., 2010; Watkins et Sinclair, 2014; Watkins et al., 2017, 2018). En outre, le poids corporel 

de la descendance mâle des pères nourris avec un régime LPD est plus élevé (Watkins et Sinclair, 

2014), tandis que celui des femelles est plus faible par rapport au groupe témoin (da Cruz et al., 2018). 

Une altération de la fonction vasculaire de la progéniture a également été montrée (Morgan et al., 2020), 

tout comme un risque accru de cancer du sein chez la descendance féminine (da Cruz et al., 2018). 

L'expression des gènes de la progéniture est modifiée, en particulier les gènes impliqués dans les voies 

de synthèse du cholestérol et des lipides (Carone et al., 2010; Ly et al., 2019). Elle affecte aussi 

négativement l'expression génétique de diverses voies de l'AMPK dans les blastocystes, mais 

positivement les gènes régulant la croissance fœtale, avec une régulation à la hausse (i) des gènes 

codant pour des transporteurs de nutriments dans le placenta et (ii) des gènes soumis à empreinte 

parentale impliqués dans la régulation de la croissance fœtale (da Cruz et al., 2018; Watkins et al., 

2018). Dans l'ensemble, ces résultats suggèrent que le régime LPD paternel pourrait avoir un effet 
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néfaste sur la progéniture, potentiellement sexe-dépendant, les femmes étant légèrement plus affectées 

que les hommes. 

3.4. Régime restrictif chez le père : que savons-nous ? 

Depuis l’épisode de la famine hollandaise, d’autres études ont montré qu'une alimentation 

maternelle déséquilibrée au moment de la conception a des conséquences néfastes, sur la santé 

mentale et physique de l’enfant. La plupart des études se sont concentrées sur les effets à l’âge adulte, 

en tenant compte de la durée d'exposition et du développement des tissus ou des organes, le début de 

la de gestation étant la période la plus vulnérable. La progéniture des personnes soumises à la famine 

présente un risque accru de diabète de type 2, de maladies cardiaques, de dépression et de 

schizophrénie, ainsi qu'un vieillissement prématuré. Des effets similaires semblent se produire dans les 

populations africaines sous-alimentées (Roseboom et al., 2011). Cependant, la plupart de ces données 

concernent l'exposition de la mère à la dénutrition, et il existe peu d'études concernant le jeûne du père. 

Lorsque les pères suivent un régime restrictif, les descendants présentent une diminution de la 

glycémie et une augmentation du niveau de corticostérone sérique, mais il y a également des 

changements dans la concentration sérique en IGF-1 (Insulin-like Growth Factor) (Anderson et al., 

2006). En utilisant un régime restrictif diminué de 70% par rapport à un régime classique, McPherson 

et ses collaborateurs ont rapporté que la restriction alimentaire paternelle nuit au développement 

préimplantatoire de l'embryon, à la méthylation globale et à la fonction des spermatozoïdes, ce qui 

pourrait entraîner des conséquences sur la fertilité de ces derniers. Cette restriction calorique a 

également eu pour conséquence une réduction du poids postnatal et un retard de croissance, ainsi 

qu'une augmentation de la prévalence de la dyslipidémie et de l'adiposité chez la progéniture 

(McPherson et al., 2016). Une étude sur Caenorhabditis elegans a également montré que la restriction 

alimentaire paternelle affecte la teneur en graisse des descendants mâles et femelles (Miersch et 

Döring, 2012). 

McPherson et ses collaborateurs ont également étudié la supplémentation en antioxydants et 

en vitamines du père (vitamines B9, C, E, lycopène, sélénium, zinc et extrait de thé vert) et ont montré 

que le statut oxydatif du sperme était corrélé à la croissance de la progéniture. La supplémentation des 

pères soumis à une restriction alimentaire a inversé les effets sur l'adiposité et le poids de la progéniture. 

La restriction alimentaire a affecté l'expression des gènes de manière spécifique au sexe de la 

progéniture et a été partiellement inversée par une supplémentation en antioxydants et en vitamines 

(McPherson et al., 2016).  

Des études menées chez l'Homme (Corley et al., 2018) et les rongeurs (Baumeier et al., 2015; 

Marinho et al., 2019) montrent que la restriction alimentaire a également un impact positif sur la 

glycémie, la sensibilité à l'insuline, l'adiposité et le risque de diabète de type 2. En ce qui concerne les 

effets au niveau cellulaire, de nombreuses études soulignent l'implication des mécanismes de 

réparation de l'ADN, de l'autophagie, des voies de signalisation de la réponse adaptative au stress 

cellulaire, de la santé mitochondriale, de la régénération des cellules souches et des effets métaboliques 

à long terme, dans les mécanismes liés au jeûne intermittent (Mattson et al., 2017).  
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Une autre étude réalisée sur des embryons de souris suggère que les mères pourraient moduler 

les effets de la restriction calorique paternelle sur le développement de leur progéniture. Les auteurs 

ont observé l'absence ou l'inversion des effets sur la progéniture entre le transfert d'embryon et 

l'accouplement naturel (Mashoodh et al., 2018). En outre, les changements alimentaires du père avant 

la conception pourraient avoir un impact sur le comportement de la progéniture, puisqu'un 

comportement de type anxiolytique a été décrit à l'âge adulte (Govic et al., 2016). 

3.5. Apports en folates chez les pères et effets sur la progéniture 

Plusieurs études ont montré qu’en plus des carences gestationnelles en donneurs de méthyle, 

les carences d’origine paternelle entraînent également des effets délétères chez la progéniture. Certains 

travaux sur des modèles murins ont mis en évidence que ce type de déficit chez le père induit une 

susceptibilité plus grande au développement de traits dépressifs et anxieux (McCoy et al., 2018), peut 

conduire à des désordres au cours de la grossesse (Kim et al., 2011; Lambrot et al., 2013) et au cours 

du développement (Lambrot et al., 2013), comme une réduction du taux de grossesse, des placentas 

anormaux, des malformations crânio-faciales ou encore des retards de développement osseux et 

musculaire.  

De plus, ce déficit nutritionnel du père est responsable d’un délai d’apparition de la méiose à 

J12 et d’altérations de l’épigénome du sperme (Lambrot et al., 2013). Les effets sur la spermatogenèse 

et le sperme restent controversés. En effet, les travaux de Lambrot et ses collaborateurs n’ont montré 

aucune variation significative en ce qui concerne la spermatogenèse, le nombre de spermatozoïdes ou 

encore la morphologie du testicule (Lambrot et al., 2013), alors que d'autres auteurs ont observé des 

altérations de la spermatogenèse et une diminution du nombre de spermatozoïdes (Swayne et al., 2012; 

Yuan et al., 2017).  D'autres études menées chez les rongeurs ont montré que la carence paternelle en 

folates avait un impact sur le transport placentaire des folates (Kim et al., 2011), sur la méthylation et/ou 

la mutation de l'ADN (Swayne et al., 2012; Kim et al., 2013; Mejos et al., 2013; Tomizawa et al., 2015) 

et sur le niveau d'expression d'IGF-2 dans le cerveau du fœtus (Kim et al., 2013; Mejos et al., 2013). 

Quelques rares études chez l’Homme ont pu mettre en évidence un réel impact du statut 

paternel en folate sur la reproduction, notamment sur la durée de gestation (Ly et al., 2017). De plus, 

les mutations des gènes codant pour des enzymes du métabolisme des folates, comme MTHFR, ont 

un impact sur la fertilité masculine (Liu et al., 2015).  

Outre les données sur les carences, les supplémentations en B9 chez le père sont également 

à l’origine d’anomalies embryonnaires et d’une diminution du nombre de spermatozoïdes chez la 

descendance à J200. Au moment du sevrage, la supplémentation de la génération F1 induit une 

diminution de la taille des portées F2 et augmente la mortalité postnatale, de la même manière qu’une 

carence paternelle (Ly et al., 2017). De plus, cette supplémentation altère également des fonctions 

neurales et cognitives, spécifiquement l’apprentissage et la mémoire hippocampo-dépendante, ainsi 

que la plasticité synaptique dans l’hippocampe (Ryan et al., 2018). Des études sur les poulets ont 

montré que la supplémentation paternelle en acide folique pouvait avoir un impact sur l'expression des 

ARNm dans les spermatozoïdes (Wu et al., 2019a), et induire des changements métaboliques 
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transgénérationnels (Wu et al., 2019b). En résumé, il semble que les régimes déficients en folates ainsi 

que les régimes supplémentés puissent avoir un impact intergénérationnel sur la progéniture 

(Roseboom et al., 2011). 

Actuellement, il n’existe aucune recommandation de supplémentation des pères en période de 

conception, bien que les recommandations nutritionnelles d’apport en folates soient identiques à celles 

des femmes (de 18 ans ou plus) (Annexe 4). 

4. FORMATION DES SPERMATOZOÎDES ET MECANISMES DE TRANSMISSION VIA LE 

SPERME 

4.1. Description des organes et cellules nécessaires à la production des spermatozoïdes 

4.1.1. Constitution de l’appareil génital mâle 

Le tractus génital mâle est composé des cordons spermatiques, des testicules et du scrotum, 

des épididymes qui se poursuivent avec les canaux déférents (ou spermiductes), des vésicules 

séminales, de la prostate, des canaux éjaculateurs, de l’urètre et du pénis (Figure 14).  

Les testicules sont responsables de la production de testostérone et des gamètes mâles. Les 

épididymes font le lien entre les testicules et les canaux déférents, et, chez le rat, stockent le plus grand 

volume de spermatozoïdes à 12 mois d’âge (Guo et al., 2019). Les vésicules séminales sont à l’origine 

de la production de 50 à 70% du sperme chez l’Homme. 
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Figure 14 : Vue antérieure de l’appareil génital masculin chez les rongeurs. 

L’appareil reproducteur masculin comprend différents organes. On y retrouve les testicules, responsables de la 
production de testostérone et des spermatozoïdes ; les épididymes qui font le lien entre les testicules et les 
canaux déférents ; les vésicules séminales qui sont à l’origine de la production de 50 à 70% du sperme chez 
l’Homme. Illustration adaptée depuis le livre « The anatomy of the laboratory mouse » de Margaret Cook. 

 

Les testicules présentent plusieurs types cellulaires : les cellules de Leydig, les cellules de 

Sertoli, ainsi que les différents progéniteurs responsables de la production des gamètes matures. 

Chaque type cellulaire possède un rôle prépondérant dans la production, le maintien et/ou l’intégrité du 

matériel génétique qui sera transmis via les spermatozoïdes à la descendance. 

Les cellules de Leydig qui seront présentes à l’âge adulte sont formées après la naissance et 

produisent la testostérone responsable de la spermatogenèse et du maintien des fonctions 

reproductives mâles. Elles sont capables de réaliser une régénération complète en 7 semaines chez le 

rat (Chen et al., 2009). La différenciation des cellules de Leydig adultes est sous la dépendance de 

facteurs sécrétés par les cellules de Sertoli. Ces facteurs (Desert Hegdehog (DHH) et le facteur de 

croissance dérivé des plaquettes-A (PDGFA)) vont pouvoir se fixer sur les cellules de Leydig qui 

expriment les récepteurs correspondants (PTC1 pour DHH et PDGFRA pour PDGFA). Cette 

différenciation des cellules de Leydig est également sous la régulation de la LH et de l’ostéocalcine 

(Tremblay, 2015). 

Chez les mammifères, le développement testiculaire nécessite la différenciation des cellules de 

Sertoli qui se fait entre les 11,5ème et le 12,5ème jour de gestation chez la souris (Karl et Capel, 1998). 

Les cellules de Sertoli régulent le développement et la fonction testiculaire. Ces cellules servent de 
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support structural et nutritionnel aux cellules germinales (Griswold, 1998), sécrètent plusieurs hormones 

dont l’activine, l’inhibine, l’androgen binding protein (ABP) ou encore le 17β-œstradiol ; et phagocytent 

les débris présents lors de la spermatogenèse (Barrionuevo et al., 2011). De plus, ces cellules expriment 

fortement le récepteur aux androgènes (AR) ce qui permet la différenciation des spermatocytes après 

fixation de la testostérone (Chakraborty et al., 2014). Enfin, le testicule possède un « privilège immun », 

au même titre que le cerveau, les yeux ou encore l’utérus lors de la grossesse (Barker et Billingham, 

1977). Ce statut est assuré en majeure partie par les cellules de Sertoli qui servent de « rempart » entre 

les cellules immunitaires et germinales, et permettent de moduler la réaction immunitaire par 

l’expression de différents facteurs immunomodulateurs (Kaur et al., 2014). 

4.1.2. Formation et maturation des spermatozoïdes 

Les cellules de Sertoli composent la partie somatique de l’épithélium germinatif (ou épithélium 

séminifère) du testicule. Elles entourent les cellules germinales durant toute la spermatogenèse 

(Griswold, 1998). Les spermatogonies sont classées en 2 catégories : (i) type A qui vont se différencier 

en (ii) type B. Ces 2 types cellulaires, ainsi que les cellules de Sertoli, adhèrent à la membrane basale 

(BM). Les spermatogonies de type B sont à l’origine des spermatocytes primaires (SpI) qui réalisent 

ensuite une méiose de phase I afin de produire les spermatocytes secondaires (SpII). Cette division 

permet de passer d’une cellule tétraploïde à 2 cellules diploïdes. Les cellules SpII entrent en méiose de 

phase II afin de produire, chacune, 2 spermatides haploïdes, qui eux-mêmes vont se transformer en 

spermatozoïdes au cours de la spermiogenèse. 

Le passage des spermatogonies A aux spermatozoïdes se fait vers la lumière du tubule afin de 

libérer les spermatozoïdes (Figure 15 ; Griswold, 2016; Nishimura et L’Hernault, 2017). La dernière 

étape de la spermatogenèse correspond à la spermiogenèse, et se fait sous le contrôle de la 

testostérone (Griswold, 2016). Ce processus implique une condensation et un allongement du noyau, 

la formation de l’anneau ainsi que la biogenèse de l’acrosome. Cet organite dérive de l’appareil de Golgi 

et est impliqué dans les interactions avec l’ovule lors de la fécondation. La spermiogenèse aboutit à la 

libération des spermatozoïdes matures dans la lumière, ce qui correspond au stade final de la 

spermatogenèse : la spermiation, également sous le contrôle de l’acide rétinoïque (Griswold, 2016; 

Nishimura et L’Hernault, 2017). Enfin, au moment de la fécondation, il y a un développement de la 

membrane du spermatozoïde qui va fusionner avec l’acrosome afin de devenir fécondant, c’est le 

phénomène de capacitation. Sans ce processus physiologique, il ne peut y avoir fécondation (Jan et al., 

2012). 

L’ensemble de ces transformations se fait sous un contrôle moléculaire bien défini (Jan et al., 

2012) puisque les cellules germinales sont connectées aux cellules de Sertoli environnantes par des 

jonctions intercellulaires et complexes protéiques uniques qui offriraient la possibilité aux cellules 

germinales de transférer l’excès de cytoplasme aux cellules de Sertoli au cours de la spermatogenèse. 

Depuis 1925, il est connu que la vitamine A (sous forme d'acide rétinoïque) est essentielle pour la 

spermatogenèse, la régulation de la BHT, et la spermiation (Griswold, 2016). La condensation du noyau 

lors de la spermiogenèse est un processus nécessitant le remplacement des histones présentes par 
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des protamines (petites protéines nucléaires). Le phénomène inverse est réalisé lors de la fécondation, 

une fois que le spermatozoïde a pénétré l’ovule, ce qui permet la formation des pronucléi. Cette 

condensation permet de protéger le matériel génétique du spermatozoïde. Il s’agit d’un mécanisme 

complexe, avec des phénomènes épigénétiques pouvant modifier ce dernier et potentiellement être 

transmis à la descendance (voir paragraphe 4.3) (Kimmins et Sassone-Corsi, 2005; Meyer et al., 2017; 

Hao et al., 2019). 

 
Figure 15 : Déroulé de la spermatogenèse. 

La spermatogenèse est réalisée dans les milliers de tubules séminifères dans chaque testicule, et permet de 
passer de cellules diploïdes à des gamètes haploïdes. Les cellules souches germinales mâles (spermatogonies) 
sont de 2 types : A qui se différencie en B. Ces cellules souches sont en contact avec la membrane basale (BM). 
Les spermatogonies de type B se différencient en spermatocytes primaires (SpI) puis secondaires (SpII). Les 
SpII se différencient ensuite en spermatides au pôle apical (AdC) puis en spermatozoïdes par le processus de 
spermiogenèse. Les jonctions cellulaires et complexes protéiques présents entre 2 cellules de Sertoli adjacentes 
(Basal ES) permet la formation de la barrière hémato-testiculaire (BTB) (issu de Nishimura et L’Hernault, 2017). 
 
Abréviations additionnelles : BsC : compartiment basal ; ES : spécialisations ectoplasmiques. 

 

4.1.3. La barrière hémato-testiculaire 

A l’âge adulte, les cellules de Sertoli forment entre elles des jonctions spécialisées proches de 

la lame basale des tubules séminifères, formant ainsi la BHT. Il s’agit d’une barrière étanche, 

comparable à la BHE, bloquant le passage paracellulaire de molécules et donnant un privilège immun 

aux cellules germinales (Skinner, 1987; Chakraborty et al., 2014; Kaur et al., 2014). Structurellement 

parlant, la BHT compartimente l’épithélium germinatif en 2 avec une partie basale et une partie apicale. 

SpI 

SpII 
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Les spermatogonies sont localisées dans le compartiment basal et, lors de l’entrée en méiose, les 

cellules de Sertoli activent le transport des spermatocytes formés vers le compartiment apical, d’où les 

spermatozoïdes matures sont relâchés dans la lumière du tubule. L’épithélium séminifère est la seule 

barrière existante régulièrement traversée par un autre type cellulaire. Cette migration baso-apicale des 

cellules germinales nécessite un système de jonctions dynamique et complexe (Cheng et Mruk, 2002; 

Barrionuevo et al., 2011), l’ensemble étant renouvelé en 8,6 jours chez la souris (Smith et Braun, 2012).  

Durant toute la spermatogenèse, les jonctions cellulaires sont remodelées. Parmi les protéines 

formant ces complexes, on retrouve principalement les protéines ZO (ZO-1, ZO-2 et ZO-3) et les Cldn 

(essentiellement 3, 5 et 11). Parmi les Cldn exprimées, la Cldn11 est exprimée de manière constitutive 

alors que les Cldn3 et Cldn5 le sont de manière spécifique à chaque stade de développement des 

spermatozoïdes. Il a été montré dans un modèle de souris, qu’une absence d’expression de la Cldn11 

entraîne une altération de la spermatogenèse et donc de la fertilité des animaux (Gow et al., 1999). De 

plus, l’absence totale d’expression de la Cldn5, de même qu’une mutation dans les gènes codants pour 

ZO-1 et ZO-2, sont létaux en période postnatale et embryonnaire, respectivement (Nitta et al., 2003; Xu 

et al., 2009). L’étude réalisée par Chakraborty et ses collaborateurs a permis de mettre en évidence 

dans un modèle murin knockout pour la Cldn3 que les animaux présentent une spermatogenèse 

continue et restent fertiles. Les jonctions cellulaires au niveau de la BHT restent également 

fonctionnelles (Chakraborty et al., 2014). 

Le récepteur aux androgènes intervient également dans la formation et la fonction des jonctions 

cellulaires présentes entre les cellules de Sertoli. Une altération des voies de signalisation liées aux 

androgènes dans ces cellules, perturbe la dynamique des jonctions (Meng et al., 2005, 2011; Willems 

et al., 2010). Certaines protéines de jonction, comme les Cldn3 et Cldn13, sont régulées par les 

androgènes, mais le mécanisme de régulation impliqué reste encore inconnu (Chakraborty et al., 2014). 

4.2. Synthèse des hormones stéroïdes (ou stéroïdogenèse) 

La formation et la maturation des spermatozoïdes se fait sous le contrôle des hormones 

stéroïdes dont le précurseur est le cholestérol. Sa synthèse diffère légèrement entre l’Homme et les 

rongeurs. Chez l’Homme, les glandes surrénales sont capables de synthétiser de novo le cholestérol à 

partir de l’acétate, mais la majorité provient de l’alimentation et est transporté par les LDL. Chez les 

rongeurs, les glandes surrénales synthétisent la majorité du cholestérol depuis celui apporté par les 

HDL, et internalisé dans les cellules via le récepteur SRB1 (Scavenger Receptor B1). L’utilisation 

intracellulaire de cholestérol est régulée par les SREBP (Sterol Response Element Binding Protein), un 

groupe de facteurs de transcription régulant l’expression de gènes impliqués dans la biosynthèse du 

cholestérol et des acides gras (Miller et Auchus, 2011). 

De manière succincte, la première étape de la stéroïdogenèse est l’entrée du cholestérol dans 

la mitochondrie. Le transfert entre la membrane externe et la membrane interne se fait grâce au 

complexe protéique StAR/TSPO (Steroidogenic Acute Receptor et Translocator Protein) (Miller, 2013). 

La majorité des enzymes impliquées dans la synthèse des hormones stéroïdes sont issues des familles 

des hydroxystéroïdes déshydrogénases (HSD) ou encore de la superfamille des CYP. Une fois dans la 
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mitochondrie, le cholestérol est transformé en prégnénolone par action de CYP11A1 (ou P450scc, scc 

pour side chain cleavage). La prégnénolone est ensuite dirigée vers le réticulum endoplasmique où elle 

sera déshydrogénée en progestérone, qui elle-même pourra donner de l’androstènedione, ou encore, 

de manière indirecte, l’allopregnénolone (3α-5α-tétrahydroprogestérone ou THP). La conversion de 

l’androstènedione en testostérone se fait grâce à l’action catalytique de la 17β-HSD, enzyme également 

responsable de la conversion de l’estradiol en estrone. De plus, les transformations de 

l’androstènedione en estrone et de la testostérone en estradiol sont permises par CYP19A1 (ou P450 

aromatase) (Figure 16). Il est également possible de synthétiser de l’androstènedione à partir de la 

prégnénolone et du DHEA. Ce dernier peut également être converti en testostérone via l’androstène-

diol et l’action des enzymes HSD (Miller et Auchus, 2011). 

 
 

Figure 16 : Voies métaboliques de la stéroïdogenèse. 
La synthèse des hormones stéroïdes débute par l’entrée du cholestérol dans la cellule via le récepteur SRB1, 
puis dans la mitochondrie. L’entrée mitochondriale du cholestérol est permise par un complexe protéique formé 
de 2 protéines : StAR (Steroidogenic Acute Receptor) et TSPO (Trasnlocator Protein). Cette internalisation 
permet alors le clivage de la chaîne latérale du cholestérol par CYP11A1 (ou P450scc (side chain cleavage)) 
afin de produire de la prégnénolone. Cette dernière est ensuite convertie en progestérone, elle-même pouvant 
donner de la testostérone et de l’estradiol par action de diverses enzymes de la famille des hydroxystéroïdes 
déshydrogénases (HSD) et des cytochromes P450 (CYP) (Miller et Auchus, 2011; Tsutsui et al., 2011; Giatti et 
al., 2012; Tsutsui, 2012; Meyer et Wirtz, 2018). 
 
Abréviations additionnelles : SRB1 : Scavenger Receptor B1 ; NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide 
phosphate oxydé ; NADP+ : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit ; NAD : nicotinamide adénine 
dinucléotide (+ : forme oxydée ; H : forme réduite) 

 

Les hormones stéroïdes sont principalement produites dans les glandes surrénales et les 

gonades, mais d’autres organes sont capables de les synthétiser, comme la peau, le tissu adipeux blanc 

et le cerveau. En fonction de l’organe étudié, les hormones stéroïdes n’auront pas le même rôle. Pour 

plus de clarté, seuls les rôles de ces hormones sur les gonades et le SNC seront exposés ici. 
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4.2.1. Rôles des hormones dans les gonades mâles 

Dans les gonades mâles, les hormones stéroïdes sont synthétisées par les cellules de Leydig 

qui contiennent les différents facteurs de régulation de cette voie de synthèse. Le DHH, le PDGFA, la 

LH, l’ostéocalcine, le Fibroblast Growth Factor (FGF) 9 et l’IGF-I sont des activateurs de la 

stéroïdogenèse, alors que l’AMH (hormone antimüllerienne), le Tumor Necrosis Factor (TNF)-α, les 

interleukines 1 et 6 et le Transforming Growth Factor (TGF)-β sont des inhibiteurs de la synthèse des 

hormones stéroïdes. La testostérone peut également s’auto-réguler de manière paracrine/autocrine 

(Tremblay, 2015). Les cellules de Leydig sont connectées par des jonctions cellulaires faisant intervenir 

les protéines de la famille des connexines. Récemment, il a été reporté que la fonction stéroïdogénique 

des cellules de Leydig chez la souris requière la présence de connexines qui sont des éléments 

constitutifs des jonctions intercellulaires (Li et al., 2013). De plus, la stéroïdogenèse peut également 

être régulée par une voie neuronale directe entre le cerveau et les testicules, indépendante de l’axe 

hypothalamo-hypophysaire, et permettant une inhibition rapide de la production de testostérone 

(Selvage et Rivier, 2003; Selvage et al., 2006). Enfin, dans les cellules de Leydig, la stimulation 

hormonale enclenche la dynamique mitochondriale, et plus particulièrement la fusion grâce à la 

mitofusine 2. Ce processus régule la localisation de StAR, et donc la synthèse des hormones stéroïdes 

(Tremblay, 2015). 

La testostérone ainsi que les gonadotrophines (FSH, hormone folliculostimulante et LH, 

hormone lutéinisante) et l’œstradiol sont les principales molécules régulatrices de la spermatogenèse. 

La FSH, étant donné son rôle dans le contrôle du développement testiculaire et de la taille des cellules 

de Sertoli, influe directement sur la taille du testicule adulte et donc sur la production de spermatozoïdes. 

L’œstradiol, quant à elle, joue un rôle dans la viabilité des cellules germinales et la fonction des cellules 

de Sertoli via la voie ERα (Estrogen Receptor alpha). La stimulation des cellules de Leydig par la LH 

permet la sécrétion de testostérone qui permet l’initiation et le maintien de la spermatogenèse. En son 

absence, les spermatocytes restent bloqués au stade pachytène (Hakkarainen et al., 2018). Lors de la 

puberté, la testostérone produite en quantités importantes permet le développement des caractères 

sexuels secondaires comme la croissance testiculaire ou encore la maturation des tubules séminifères. 

Sous l’influence de la testostérone, les cellules de Sertoli se différencient en tubules séminifères, et vont 

pouvoir être interconnectées par des jonctions serrées afin d’établir la BHT (voir paragraphe 4.1.3.). 
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Figure 17 : Facteurs influençant la stéroïdogenèse dans les testicules. 

La stéroïdogenèse a lieu principalement dans les cellules de Leydig. Plusieurs facteurs sont capables de réguler 
ce métabolisme, en le stimulant ou en l’inhibant. D’après la littérature, la LH, DHH, l’ostéocalcine, PDGFA, FGF9 
et IGF1 sont des facteurs stimulateurs alors qu’au contraire, l’AMH, TNFα, TGFβ et les IL-1 et 6 sont des facteurs 
inhibiteurs. Depuis peu, il a été découvert qu’il existe une voie directe entre le cerveau et les testicules, 
indépendante de l’axe hypothalamo-hypophysaire, et permettant une inhibition rapide de la production de 
testostérone. Enfin, les protéines connexines intervenant dans les jonctions cellulaires entre les cellules de 
Sertoli et de Leydig sont également requises pour la stéroïdogenèse (Selvage et Rivier, 2003; Selvage et al., 
2006; Li et al., 2013; Tremblay, 2015). Illustration réalisée à l’aide site internet Biorender.com. 
 
Abréviations additionnelles : LH : hormone lutéinisante ; DHH : Desert HedgeHog ; PDGFA : Platelet Derived 
Growth Factor A ; FGF : Fibroblast Growth Factor ; IGF : Insulin-like Growth Factor ; AMH : hormone 
antimüllerienne ; TNF : Tumor Necrosis Factor ; TGF : Transforming Growth Factor ; IL : interleukine 

 

4.2.2. Rôle des donneurs de méthyle dans la stéroïdogenèse et la fertilité 

Le rôle des folates dans la fertilité a largement été décrit. En effet, un déficit d’apport en 

vitamines B9/B12 est responsable d’une diminution de la taille et de la fonction des glandes sexuelles, 

entraînant une altération de la production des hormones sexuelles et une réduction de la 

spermatogenèse, pouvant alors aboutir à l’infertilité (Evans, 1928; Bezold et al., 2001; Kelly et al., 2005). 

En effet, la diminution des concentrations en vitamines B9 et B12 résulte en une accumulation d’Hcy 

dans le testicule, résultant alors en une promotion du stress oxydatif ou du réticulum endoplasmique, 

responsable d’altérations des spermatozoïdes (Zhang et al., 2021). Parmi ces modifications, on retrouve 

notamment une diminution de leur concentration, une augmentation de la fragmentation de leur ADN et 

de l’apoptose, ainsi qu’une altération de la mobilité (Tyagi et al., 2005). Ces carences peuvent 

également entraîner des difficultés lors de la fécondation in-vitro (Chen et al., 2001; Boxmeer et al., 

2009; Vujkovic et al., 2009; Safarinejad et al., 2011; Banihani, 2017). 
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Différentes publications sur un modèle porcin ont montré une hypométhylation de l’ADN dans 

le foie, une diminution des concentrations circulantes d’œstradiol, de testostérone et de LH associées 

à une altération de l’activité enzymatique de CYP19A1, une diminution du nombre de cellules 

germinales, ainsi qu’une augmentation de l’activité de la MS dans les cellules de Leydig en cas de 

carence en folates (Halsted et al., 2002; Wallock-Montelius et al., 2007). De même, chez le rat, le ratio 

SAM/SAH est diminué dans les testicules des animaux carencés en donneurs de méthyle (Shivapurkar 

et Poirier, 1983). Les concentrations de bétaïne et choline sont également associés à une augmentation 

de l’hypométhylation de l’ADN et des risques d’infertilité (Vanderhout et al., 2021). 

En plus des déficits nutritionnels, il existe également une mutation du gène codant pour la 

MTHFR. La mutation 677TT est associée à une fragmentation de l’ADN du sperme, de l’azoospermie 

et de l’infertilité (Vanderhout et al., 2021). Chez la femme, le déficit nutritionnel est également 

responsable d’une diminution de la fertilité, du fait de la réduction de la concentration en œstradiol et 

d’une altération de la prolifération cellulaire lorsqu’elles ont recourt à une stimulation ovarienne. Cette 

carence est également à l’origine de problèmes de maturation ovocytaire (Szymański et Kazdepka-

Ziemińska, 2003; Twigt et al., 2011). Une étude récente a mis en évidence une corrélation positive dans 

les concentrations sériques en calcitriol (vitamine D3), en acide folique et en vitamine B12 chez les 

femmes ayant recourt à la fécondation in-vitro (Rogenhofer et al., 2019). Aucune corrélation n’a encore 

été montrée pour l’homme. 

D’après les travaux menés par Henning et ses collaborateurs, la carence en donneurs de 

méthyle diminue la concentration en NADP (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) et de NAD 

(Nicotinamide Adénine Dinucléotide) dans plusieurs tissus (Henning et al., 1997). Or, l’activité des 

enzymes de la stéroïdogenèse, telles que les enzymes HSD et les CYP est dépendante de la présence 

de ces cofacteurs (Figure 16 ; Agarwal et Auchus, 2005). Une altération des rapports NADPH/NADP+ 

ou NADH/NAD+ pourrait donc entraîner une diminution de leur activité avec pour conséquence une 

altération de la stéroïdogenèse. De plus, l’expression de ces enzymes peut être impactée au cours du 

vieillissement. En effet, il a été montré qu’avec l’âge, des souris transgéniques surexprimant CYP19A1 

ont une hypertrophie et une hyperplasie des cellules de Leydig, conjointement à une diminution de la 

taille des testicules, ainsi qu’une augmentation de l’inflammation liée à la forte expression du CD68 et 

la surproduction du TNFα (Li et al., 2006). L’absence d’expression de l’aromatase engendre une 

« féminisation » des gonades du fait de l’augmentation de la production d’œstradiol. Ce phénomène 

peut être associé au développement de la cryptorchidie1, du cancer du testicule et de perturbations de 

la spermatogenèse (Abney, 1999).  

De manière générale, il est admis que les apports nutritionnels des parents sont liés aux 

chances de conception et à la fertilité (Vanderhout et al., 2021). Ceci est d’autant plus important dans 

le cadre des protocoles d’aide à la procréation comme l’insémination artificielle et la FIV. La procréation 

médicalement assistée (PMA) existe depuis le début des années 1980 et plus de 8 millions de nouveau-

nés sont nés grâce à cette aide, avec plus des 2/3 depuis 2005. En Europe, environ 2 millions d’enfants 

 
1 Cryptorchidie : trouble de la migration testiculaire. 
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sont nés grâce à ces techniques entre 1997 et 2017 (Zegers-Hochschild et al., 2014; Ishihara et al., 

2015; Wyns et al., 2021). Sur l’ensemble des femmes ayant recours à la PMA, seules 30 à 40% arrivent 

au terme de la grossesse (Gaskins et al., 2019). A l’heure actuelle, il n’existe pas de recommandations 

nutritionnelles d’adressant aux hommes, bien que diverses études aient montré l’importance de leurs 

habitudes alimentaires dans la fertilité (González-Rodríguez et al., 2018; Silva et al., 2019; Grieger, 

2020; Vanderhout et al., 2021). 

A notre connaissance, aucune donnée n'existe dans la littérature quant aux éventuelles 

interactions entre la carence en donneurs de méthyle d’origine paternelle et la synthèse des hormones 

stéroïdes chez la descendance. 

4.2.3. Rôles des hormones stéroïdes au niveau du SNC 

La synthèse des hormones stéroïdes se fait dans les glandes hormonales stéroïdiennes : 

glandes surrénales pour ce qui concerne les glucocorticoïdes et minéralocorticoïdes, et les gonades 

pour les hormones sexuelles. Cependant, les travaux menés par l’équipe E.E. Baulieu en 1981 ont mis 

en évidence une synthèse de novo d’hormones stéroïdes dans le cerveau (Corpéchot et al., 1981). 

Cette production locale d’hormones stéroïdes (ou neurostéroïdes) est appelée NSG. En effet, plusieurs 

enzymes clés de ce processus sont exprimées dans le cortex, l’hippocampe, le cervelet et les bulbes 

olfactifs (Furukawa et al., 1998; Zwain et Yen, 1999; Kim et al., 2002; Tsutsui, 2006).  

La régulation de l’entrée du cholestérol par la protéine StAR correspond à une étape limitante 

dans la synthèse des hormones stéroïdes. Ce processus permet la survie des neurones, notamment 

du fait que le cholestérol permet le maintien fonctionnel et structural de leur membrane cellulaire (Sierra, 

2004). La synthèse des hormones stéroïdes est régulée par le récepteur à la LH, qui, via une cascade 

de signalisation PKA ou PKC-dépendante, permet la régulation de facteurs de transcription (dont SF-1 

(Steroidogenic Factor-1)), induisant eux-mêmes l’expression de nombreuses enzymes de la 

stéroïdogenèse (Manna et al., 2009). La principale fonction des neurostéroïdes est de moduler 

l’excitabilité des récepteurs membranaires et les canaux ioniques (Grube et al., 2018). Une fois liés à 

leurs récepteurs, les neurostéroïdes vont pouvoir assurer diverses fonctions cérébrales essentielles 

comme la plasticité neuronale (Diotel et al., 2018), la neurogenèse ou encore la plasticité synaptique 

(Tsutsui et al., 2011; Tsutsui, 2012; Rossetti et al., 2016). Les œstrogènes, la progestérone ainsi que la 

testostérone sont impliquées dans la synaptogenèse et la spinogenèse, ainsi que dans les processus 

d’apprentissage et de mémorisation. La progestérone et d’allopregnénolone sont des agonistes 

indirects des récepteurs GABA (acide γ-aminobutyrique) ce qui leur confère un effet anxiolytique reporté 

par certains auteurs (Wirth, 2011). Ces hormones possèdent également un rôle neuroprotecteur (Diotel 

et al., 2018), notamment en cas d’agression du tissu cérébral qui peut conduire à une activation de la 

NSG au niveau des astrocytes. Les hormones stéroïdes retrouvées dans le SNC proviennent aussi bien 

de la production périphérique que de la synthèse locale, c’est pourquoi elles sont nommées stéroïdes 

neuroactifs. 
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Dans les conditions physiologiques, il existe une différence de concentration des stéroïdes dans 

les différentes régions cérébrales en fonction du sexe. Par exemple, CYP19A1 est plus exprimée dans 

l’amygdale par rapport aux autres régions cérébrales chez le rat mâle, de même pour la StAR dans le 

cervelet des femelles (Giatti et al., 2020). Le contenu en cholestérol dans le cerveau est également 

marqué par une différence mâle/femelle, notamment dans le cortex préfrontal et l’hippocampe (Segatto 

et al., 2013). Enfin, plusieurs études ont mis en évidence un impact de la concentration circulante de 

stéroïdes et du sexe sur les conséquences liées à des dommages cérébraux (Alkayed et al., 1998; Roof 

et Hall, 2000; Liao et al., 2001; Davis et al., 2006; Girijala et al., 2017). 

4.3. Mécanismes moléculaires potentiellement impliqués dans la transmission paternelle 

Étant donné les liens étroits entre nutrition et fertilité, il est essentiel de s’intéresser au(x) 

mécanisme(s) de transmission du père. Il a été montré que les effets de l’alimentation du père 

s’observent dans la génération F1 et les suivantes, ce qui laisse penser que des molécules sont 

transmises via le sperme et influent sur l’expression génique chez la descendance. D’après la littérature, 

le mécanisme le plus probable provient des marques épigénétiques véhiculées par le sperme. On 

retrouve les modifications post-traductionnelles des histones, la méthylation de l’ADN ou encore des 

modifications de la chromatine (Anway et al., 2005). De plus, il existe aussi un mécanisme de 

transmission faisant intervenir les petits ARNs comme les micro-ARN (miARNs) ou encore les fragments 

dérivant d’ARNt (tRFs) (Sharma, 2019). 

D’après la littérature, 3 hypothèses de transmissions sont évoquées : (i) la méthylation de 

l’ADN ; (ii) la modification des histones, et (iii) les petits ARNs non codants (sncRNAs) (Figure 18). 

L’ensemble de ces processus peuvent interférer entre eux et peuvent être transférés aux générations 

futures sans intervention de mécanismes génétiques, et entraîner des conséquences à court- et long-

terme (Rando, 2012; Nilsson et al., 2018; Klastrup et al., 2019). 
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Figure 18 : Modèles de transmission d’informations épigénétiques. 
Plusieurs hypothèses de transmission par le sperme coexistent. La première concerne la méthylation de l’ADN 
(1) qui, si elle est présente, va empêcher la transcription des gènes. La deuxième implique les modifications 
post-traductionnelles des histones (2). Parmi ces modifications, on retrouve notamment l’acétylation (Ac) et la 
méthylation (Me). La troisième hypothèse porte sur le remodelage de la chromatine (3). Enfin, il existe une 
dernière hypothèse se rapportant aux petits ARNs non codants (sncRNAs) (image issue de Rajender et al., 
2011). 

 

4.3.1. Hypothèse de transmission n°1 : la méthylation de l’ADN 

Il s’agit de l’hypothèse la plus étudiée à l’heure actuelle. Le processus de méthylation est 

possible grâce à la SAM qui est utilisée comme donneur de groupement -CH3 pour presque toutes les 

réactions de transméthylation. Le niveau cellulaire de SAM est dépendant du fonctionnement du cycle 

des folates et de la méthionine (voir paragraphe 1.1). C’est pourquoi, un déficit en vitamines B9/B12 

influence les modifications épigénétiques, dont la méthylation de l’ADN (Guéant et al., 2013). Ces 

réactions peuvent être dans des régions promotrices (îlots CpG) et impacter la transcription des gènes 

en rendant les promoteurs inaccessibles aux facteurs de transcription (Figure 18(1)). La méthylation de 

l’ADN est un phénomène dynamique. Les marques sont effacées et réajoutées à 2 reprises, la première 

fois dans les cellules germinales lors de la gamétogenèse, la seconde fois lors de l’implantation du 

zygote dans l’endomètre. Cette modification est régulée par les DNMTs qui permettent l’ajout du 

groupement méthyle en région 5’ des cytosines présentes dans les îlots CpG. Parmi ces enzymes, 

DNMT3A et DNMT3B sont responsables de méthylations de novo, alors que DNMT1 permet le maintien 

de l’état de méthylation. Par rapport aux autres organes, les testicules possèdent un profil de 

méthylation de l’ADN bien particulier : on retrouve l’expression de DNMT3L qui n’a pas d’activité de 

méthylation mais est indispensable pour la méthylation globale des cellules germinales (Rajender et al., 
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2011; Tajima et al., 2016). En effet, les travaux d’Oakes et ses collaborateurs ont mis en évidence une 

corrélation entre l’état de méthylation de l’ADN dans les îlots non-CpG avec le contenu en GC dans 

différentes régions chromosomiques. Cette corrélation est inversée entre les tissus somatiques et le 

testicule, et l’absence d’expression de DNMT3L ne permet pas d’avoir ce profil de méthylation au niveau 

du testicule (Oakes et al., 2007). 

Il existe une association entre l’infertilité masculine et les paramètres du sperme, et des 

modifications épigénétiques aberrantes (souvent de l’hyperméthylation) de gènes comme MTHFR, 

PAX8, IGF2, H19, SNRPN (Oakes et al., 2007). De même, certains médicaments comme la 5-aza-2-

désoxycytidine, ou des perturbateurs endocriniens comme la vinclozoline, affectent les paramètres 

reproducteurs (mobilité, morphologie, capacités de fécondation et survie de l’embryon) car ils diminuent 

la méthylation de l’ADN. Ces effets peuvent potentiellement être transmis à la descendance et affecter 

leur fertilité (Oakes et al., 2007). Des études sur des modèles murins, dont les pères sont soumis à 

différents régimes alimentaires, ont montrés qu’une petite partie des loci des spermatozoïdes sont 

différentiellement méthylés (Carone et al., 2010; Lambrot et al., 2013; Radford et al., 2014; Shea et al., 

2015; Holland et al., 2016; Ly et al., 2017) et que seule une partie limitée est maintenue dans les 

générations suivantes (Sharma et Rando, 2017). Par exemple, dans un modèle murin de régime riche 

en lipides chez le père, la comparaison de la méthylation de l’ADN avec le transcriptome montre que la 

méthylation différentielle de l’ADN n’est pas responsable des changements d’expression des gènes 

(Chen et al., 2016a). En ce qui concerne la carence paternelle en folate, les travaux de Lambrot et ses 

collaborateurs ont mis en évidence une altération de la méthylation de l’ADN du sperme des pères 

carencés. La plupart des gènes différentiellement méthylés sont impliqués dans le développement 

normal, dont celui du SNC et des organes reproducteurs, mais aussi dans le développement de 

certaines maladies comme les cancers ou des pathologies neurologiques ou psychiatriques (Lambrot 

et al., 2013; Yuan et al., 2017). 

4.3.2. Hypothèse de transmission n°2 : la modification des histones 

La modification des histones est importante pour les fonctions cellulaires et le développement. 

Parmi les modifications des histones, on retrouve principalement la méthylation (me), l’acétylation (ac), 

la sumoylation (sumo), l’ubiquitination (ub), la phosphorylation (ph) (Figure 18(2) ; Rajender et al., 2011; 

Millán-Zambrano et al., 2022), ou encore la crotonisation2 (cr) (Tan et al., 2011). Au niveau du sperme, 

ces modifications post-traductionnelles sont considérées comme des marques épigénétiques 

potentiellement transmises à la descendance et pouvant réguler l’expression de gène dès les premières 

phases de développement de l’embryon (Bendayan et al., 2022). 

La marque des histones la plus présente est la méthylation, réalisée via les histones 

méthyltransférases (HMT), et la déméthylation par des histones déméthylases (HDM). On retrouve des 

histones mono-, di- ou encore tri-méthylées en fonction de l’acide aminé impliqué, et le niveau de 

méthylation confère un signal épigénétique particulier à la région génique concernée. La présence de 

 
2 Réaction de déshydratation d’un β-cétol ou β-aldol en α-énone. 
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cette modification peut induire une répression de l’expression de gènes, comme par exemple, la 

méthylation de l’histone 3 sur la lysine 9 (H3K9). Au contraire, il se peut que certaines marques soient 

activatrices, comme dans le cas de H3K4 (Rajender et al., 2011). Dans le cadre d’une carence en folate, 

il existe un changement du profil de méthylation des H3K4me3 (H3K4 triméthylée) dans le sperme. Ces 

modifications sont liées à la dérégulation de l’expression de gènes durant les premières phases de 

développement de la descendance. Les régions possédant davantage de marques H3K4me3 sont 

localisées préférentiellement à proximité des sites d’initiation de la transcription. Les promoteurs 

contenant le moins de H3K4me3 sont impliqués dans l’embryogenèse pré- et post-implantatoire, 

l’organogenèse et le remodelage de la chromatine. De plus, les marques H3K4me3 paternelles 

persistent pendant le développement jusqu’au stade de la masse cellulaire interne du blastocyste 

(Lismer et al., 2021). Il a été montré qu’une surexpression de la H3K4 déméthylase (KDM1A, ou LSD1) 

influe sur la survie et le développement de la descendance (Siklenka et al., 2015). 

La 2ème marque la plus répandue est l’acétylation des histones, faisant intervenir histones 

acétyltransférases (HAT) et la désacétylation par les histones désacétylases (HDAC). Globalement, 

l’acétylation des histones permet de réguler le niveau de transcription des gènes, tout comme 

l’ubiquitination. En effet, l’ajout de l’ubiquitine sur l’histone H2B permet l’activation de l’expression 

génique, alors que sur l’histone H2A est répressive. Les phosphorylations des résidus sérine constituent 

également des marques activatrices, sauf dans le cas du variant H2AX pour lequel la phosphorylation 

est à l’origine d’une répression génique (Rajender et al., 2011). Il existe bien d’autres modifications des 

histones qui ne seront pas détaillées ici. 

Dans le sperme, ces marques peuvent être modifiées par l’environnement et donc impacter le 

développement embryonnaire. De même, ces modifications peuvent également impacter tous les 

processus de PMA car en fonction de la qualité des histones restantes et des modifications post-

traductionnelles présentes, cela va influencer le développement fœtal et la santé de la descendance 

(Bendayan et al., 2022). 

4.3.3. Hypothèse de transmission n°3 : les petits ARNs non codants 

La 3ème hypothèse de transmission via le sperme est liée aux sncRNAs (Lee et Conine, 2022). 

Lors de la spermiogenèse, il y a éjection d’une partie du cytoplasme et donc du matériel cellulaire 

comme les ARNs. Cependant, des fragments d’ARNm et plusieurs types de sncRNA restent présents 

dans les spermatozoïdes matures. Parmi les sncRNA, on retrouve les miARNs, les piwi-ARN (piARNs), 

les endo-siRNA et des tRFs. De plus, les molécules restantes dans les spermatozoïdes peuvent 

potentiellement être transférées à l’embryon au moment de la fécondation, pouvant être à l’origine du 

développement de pathologies ou de malformations (Sharma, 2019). 

4.3.3.1. Biogenèse des miARNs 

La biogenèse des miARNs est réalisée par les ARN polymérases II à partir de la séquence 

ADN. Ils sont alors sous forme de pri-miARN (Ha et Kim, 2014). Sous cette forme, il y aura ensuite 

clivage par le complexe Drosha/DGCR8 (Digeorge syndrome critical region 8) pour former le pré-miARN 
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(Denli et al., 2004; Alarcón et al., 2015). Ce dernier pourra alors être transporté du noyau au cytoplasme 

par l’exportine 5 (XPO5) et sera pris en charge et clivé par un autre complexe protéique : Dicer/TRBP 

(HIV TAR RNA binding protein), afin de former le miARN double brin (Denli et al., 2004; Okada et al., 

2009). La dégradation d’un des brins sera alors réalisée par le complexe AGO, le brin restant servant 

alors de guide (Yoda et al., 2010). La structure formée par le brin guide et le complexe AGO correspond 

au complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex), qui a la capacité de cibler les séquences d’ARNm 

(Yoda et al., 2010) afin d’engendrer la dégradation de l’ARNm, ou d’inhiber la traduction en fonction de 

la complémentarité de séquence. Lorsque la complémentarité est parfaite, l’ARNm sera dégradé, dans 

le cas contraire, il y aura inhibition de la traduction (Figure 19) (Lund et al., 2009; Jo et al., 2015; Katoh 

et al., 2015). 

 
Figure 19 : Biogenèse des miARNs chez les mammifères. 

La synthèse des miARNs est réalisée par les ARN polymérases II. Cette première étape permet la synthèse 
d’un pri-miARN qui sera ensuite clivé par le complexe Drosha/DGCR8 (Digeorge syndrome critical region 8) 
pour former le pré-miARN. Ce dernier pourra alors être transporté du noyau au cytoplasme par l’exportine 5 
(XPO5), puis sera pris en charge et clivé par un autre complexe protéique : Dicer/TRBP (HIV TAR RNA binding 
protein) afin de former le miARN double brin. La dégradation d’un des brins sera alors réalisée par le complexe 
AGO, le brin restant servant alors de guide. La structure formée par le brin guide et le complexe AGO correspond 
au complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex), qui a la capacité de cibler les séquences d’ARNm afin 
d’engendrer sa dégradation, ou d’inhiber la traduction, et ce en fonction de la complémentarité de séquence. 
Issue de (Matsuyama et Suzuki, 2019). 

 

4.3.3.2. Biogenèse des piARNs 

Contrairement aux miARNs qui ont pour but de réguler les ARNm de l’organisme, les piARNs 

défendent le génome contre les éléments transposables et, chez certains animaux, régulent également 

l'expression des gènes ou permettent la lutte contre les infections virales (Gainetdinov et al., 2021). 

L’origine des piARNs est multiple : ils peuvent dériver des transposons, des ARNm, des ARNt, des 

lncRNA ou encore des snoRNA. Leur biogenèse varie en fonction du type de cellule étudiée (somatique 

vs germinale). Dans les cellules germinales (Figure 20), la biogenèse démarre par une étape de 

transcription via l’ARN polymérase II, à partir de clusters de piARNs (Chen et al., 2021a; Gainetdinov et 

al., 2021). Le clivage de ces précurseurs crée une extrémité 5′-monophosphorylée permettant aux 

protéines PIWI de se lier au pré-pré-piARN. Le complexe formé est alors pris en charge par 

l’endonucléase PLD6 qui va cliver l’extrémité 3’ aux abords de la protéine PIWI. Ce clivage permet de 

générer un pré-piARN d’une part, et un nouveau pré-pré-piARN d’autre part, capable de se lier à une 
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nouvelle protéine PIWI afin d’entrer dans une amplification dite « ping-pong ». L’avant-dernière étape 

est réalisé par la 3’-5’ exoribonucléase PNLDC1 chez la souris et permet d’avoir un piARN mature d’une 

certaine longueur, spécifique de la protéine PIWI liée. L’ajout d’un groupement hydroxyle en 2’ par la 

méthyltransférase SAM-dépendante, HENMT1 chez la souris, termine la maturation du piARN 

(Gainetdinov et al., 2021). 

 
 

Figure 20 : Biogenèse des piRNA dans les cellules de souris. 
Les piRNA sont transcris par l’ARN polymérase II à partir de clusters. Le clivage de ces précurseurs crée une 
extrémité 5′-monophosphorylée permettant aux protéines PIWI de se lier au pré-pré-piRNA. Le complexe formé 
est alors pris en charge par l’endonucléase PLD6 chez la souris, qui va cliver l’extrémité 3’ aux abords de la 
protéine PIWI. Ce clivage permet de générer un pré-piRNA d’une part et un nouveau pré-pré-piRNA d’autre part, 
capable de se lier à une nouvelle protéine PIWI, c’est ce qui est appelé l’amplification ping-pong. L’avant-dernière 
étape est réalisé par la 3’-5’ exoribonucléase PNLDC1 chez la souris et permet d’avoir un piRNA mature d’une 
certaine longueur, spécifique de la protéine PIWI liée. L’ajout d’un groupement hydroxyle en 2’ par HENMT1 
chez la souris conclue la maturation du piRNA. Illustration issue de (Izumi et Tomari, 2014). 
 
Abréviations additionnelles : PLD6 : phospholipase D6 ; PNLDC1 : PARN Like Ribonuclease Domain Containing 
Exonuclease 1 ; HENMT1 : HEN méthyltransférase 1 

 

4.3.3.3 Biogenèse des tRFs 

Ces dernières années, plusieurs articles se sont consacrés aux tRFs, dérivés des transcrits 

d'ARNt, et des études récentes montrant l’implication de ces petits fragments d'ARNt dans des fonctions 

biologiques spécifiques, telles que la suppression de l'expression génétique, la régulation de l'apoptose 

ou encore l'hérédité épigénétique transgénérationnelle.  



 
 

- 58 - 

La polymérase III permet la transcription des gènes des ARNt en pré-ARNt qui contiennent des 

bases supplémentaires à leurs extrémité 5’ et 3’. Ces bases en région 5’ sont appelées séquence leader, 

et séquence trailer pour celles retrouvées en 3’ (Phizicky et Hopper, 2010). Le clivage de ces séquences 

est permis par 2 nucléases, la RNase P élimine la séquence leader, tandis que la RNase Z clive la 

séquence trailer (Frank et Pace, 1998; Phizicky et Hopper, 2010; Maraia et Lamichhane, 2011). Une 

séquence « CCA » unique est ajoutée aux extrémités 3’ des ARNt précédemment clivés par une ARNt 

nucléotidyltransférase, ce qui est nécessaire à l’aminoacylation des ARNt (Maraia et Lamichhane, 

2011). L’export cytoplasmique des ARNt matures se fait à l’aide d’un récepteur nucléaire d’exportation 

(Xiong et Steitz, 2006). 

À la suite de séquençages haut-débit et d’analyses des petits fragments d’ARN dans plusieurs 

études, cela a permis la découverte d’une nouvelle classe de petits ARNs correspondant aux fragments 

d’ARNt (Cole et al., 2009; Lee et al., 2009; Couvillion et al., 2010; Liao et al., 2010; Li et al., 2012). En 

fonction de la position du clivage par des ribonucléases, différents types de tRFs sont produits (Figure 

21). Chaque tRF aura une localisation cellulaire et un/des rôle(s) propre(s) (Kumar et al., 2016). 

 
 

Figure 21 : Classification des tRFs. 
Les tRFs sont produits à la suite du clivage à différentes position de l’ARNt par des ribonucléases. Chaque tRF 
va avoir une localisation et un rôle propre. Issue de (Kumar et al., 2016). 



 
 

- 59 - 

4.3.3.4. Origine des endo-siRNA 

Les petits ARNs interférents endogènes (endo-siARNs) ont longtemps été restreints à 

Caenorhabditis elegans, mais depuis quelques années, des études font état de la découverte de cette 

catégorie de sncRNA chez la drosophile, mais également dans des ovocytes de souris (Tam et al., 

2008; Lucchetta et al., 2009; Lim et al., 2014; Mihalas et al., 2019).  

L’atténuation de l’expression des ARNm est un système de régulation basé sur la séquence 

nucléotidique qui se produit dans de nombreux organismes. Les petits ARNs interférents et les miARNs 

sont des petits ARN doubles brins jouant un rôle central dans cette régulation de l’expression des 

ARNm. Comme pour les miARNs, un brin guide va se lier à des séquences complémentaires sur les 

ARNm cibles et assurer leur dégradation et/ou l’inhibition de leur traduction. Bien que ces petits ARNs 

partagent de nombreuses caractéristiques structurelles et fonctionnelles, les voies de biosynthèse sont 

différentes. Plusieurs catégories de transcrits peuvent adopter des structures d'ARN double brin 

(dsRNA) qui peuvent être transformées par Dicer en siRNA (Meister et Tuschl, 2004; Tomari et Zamore, 

2005). Bien que la plupart des duplex dsRNA/Dicer soient parfaitement appariés, certains, comme les 

ARN en épingle à cheveux et les duplex gène/pseudogène, ne le sont pas. Un siRNA se compose d'un 

brin guide, qui s'assemble en un complexe siRISC fonctionnel, et d'un brin non-guide qui sera dégradé. 

Toutes les formes de siRISC contiennent le siARN lié à une protéine Ago, et contiennent des facteurs 

supplémentaires. 

Les ARN cibles sont alors reconnus par appariement des bases. Chez de nombreuses espèces, 

les populations de siARN qui reconnaissent une cible peuvent être amplifiées par l'action d’enzymes 

ARN polymérases ARN-dépendantes (RdRP), ce qui renforce et perpétue la réaction de réduction de 

l’expression (Figure 22) (Carthew et Sontheimer, 2009). 
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Figure 22 : Biogenèse des endo-siARNs. 

La formation des siARN endogènes (endo-siRNA) est permise par plusieurs catégories de transcrits qui peuvent 
adopter des structures d'ARN double brin (dsRNA) qui seront ensuite transformées par Dicer en siRNA. Un 
siRNA se compose d'un brin guide, qui s'assemble en un complexe siRISC fonctionnel, et d'un brin non-guide 
qui sera dégradé. Toutes les formes de siRISC contiennent le siARN lié à une protéine Ago, et contiennent des 
facteurs supplémentaires. Les ARN cibles sont alors reconnus par appariement des bases. Chez de nombreuses 
espèces, les populations de siARN qui reconnaissent une cible peuvent être amplifiées par l'action d’enzymes 
ARN polymérase ARN-dépendante (RdRP), ce qui renforce et perpétue la réaction de réduction de l’expression. 
Issue de (Carthew et Sontheimer, 2009). 

 

4.3.3.5. Impact du régime alimentaire sur les sncRNA  

Le contenu en petits ARNs du sperme est affecté par le régime alimentaire. En effet, on retrouve 

des modifications du contenu en ARNt et les fragments de ces derniers, des piARN et des miARNs, 

principalement concernant les régimes HFD et pauvre en protéines (Klastrup et al., 2019). Il a été montré 

que ces régimes impactent le contenu du sperme en ARNm ou bien leur expression, mais également 

le statut en miARNs et en fragments d’ARNt du sperme (Fullston et al., 2013, 2016; de Castro Barbosa 

et al., 2016; Grandjean et al., 2016; Claycombe-Larson et al., 2020). Par exemple, le régime pauvre en 

protéines augmente le niveau de tRF-Gly-GCC dans le sperme des souris mâles, avec une diminution 

de l’expression de ces cibles dans les embryons (Sharma et al., 2016). De plus, des études ont montré 

qu’une supplémentation en acide folique du père engendre une altération du statut des piARNs dans le 

sperme (Wu et al., 2019a). Il apparait de plus en plus clairement que le statut nutritionnel joue un rôle 

dans la régulation de l’expression de gènes via des petits ARNs non codants.  
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Les miARNs jouent un rôle essentiel dans la spermatogenèse (Kotaja, 2014). Chaque miARN 

impliqué dans ce processus possède un rôle bien défini : par exemple, le niveau d’expression du miR-

146 est diminué lors de la différenciation des spermatogonies qui est induite par l’acide rétinoïque 

(Huszar et Payne, 2013). L’une des propriétés des spermatogonies est d’être indifférenciées. Le 

maintien dans cette état serait permis, en partie, grâce aux miR-221 et miR-222 (Yang et al., 2013). Les 

miARNs sont produits grâce à l’action de l’endoribonucléase DICER. De récentes études ont montré 

que cette enzyme est directement impliquée dans la transcription des régions satellites (Yadav et al., 

2020). Une voie de signalisation dépendante de cette enzyme participe à la régulation de l’organisation 

et la formation des jonctions cellulaires dans l’épithélium séminifère, en contrôlant les gènes impliqués 

dans l’adhésion cellulaire (Korhonen et al., 2015). Tout comme les miARNs, les endo-siARNs peuvent 

également participer à la spermatogenèse (Zimmermann et al., 2014), mais également les piARNs. Ces 

derniers peuvent cliver des transcrits lors de la méiose (Goh et al., 2015). 

La période périconceptionnelle représente une fenêtre critique de susceptibilité au cours de 

laquelle toute exposition à des conditions environnementales, i.e. stress, polluants, médicaments, 

nutrition, influence l’épigénome du sperme. Ceci peut entraîner des conséquences néfastes sur la 

reproduction et mais également la santé de la progéniture. Actuellement, dans les processus de PMA, 

il arrive qu’il y ait sélection des « meilleurs » spermatozoïdes avant injection dans l’ovocyte. Une étude 

récente a permis de mettre en lumière que la morphologie du spermatozoïde peut être un marqueur de 

son profil épigénétique (comme par exemple les miARNs) et de la qualité de son ADN (Bendayan et al., 

2022). 
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Objectifs et hypothèses de travail 
 

L’alimentation est en lien étroit avec la santé et il a été montré qu’une carence en vitamines 

B9/B12 affecte négativement le développement et le vieillissement de l’organisme. Les effets des 

carences gestationnelles en donneurs de méthyle sont largement décrits et ont conduit aux 

recommandations de supplémentation maternelle en période périconceptionnelle dans le but d’éviter le 

développement du spina bifida qui fait partie des DFTN.  

Depuis quelques temps, la recherche sur le rôle du père dans la santé de la descendance 

s’accroît. Durant des années, le père a été limité à son rôle de transmission du matériel génétique via 

le sperme. Ce n’est qu’au cours de cette dernière décennie que des études ont pu montrer que tout 

comme les mères, le statut nutritionnel des pères peut impacter la progéniture et principalement le 

développement de pathologies à l’âge adulte. Cela est lié notamment à leurs habitudes de vie et à la 

potentielle exposition à différents facteurs environnementaux. Les premières publications ont mis en 

évidence que le régime carencé en folates chez le père affecte l’épigénome du sperme et la 

spermatogenèse. Les gènes impliqués seraient liés à des fonctions spécifiques de l’organisme et son 

développement, mais également à celui de pathologies à l’âge adulte. Cela laisse supposer qu’il existe 

un mécanisme de transmission du père à l’enfant, passant ainsi par les spermatozoïdes et le sperme 

au moment de la fécondation. Trois hypothèses de transmission épigénétique sont documentées dans 

la littérature, et concernent la méthylation de l’ADN, les modifications des histones et le contenu en 

sncRNA. De plus, parmi les pathologies connues liées à une carence en folate, on retrouve les maladies 

neurologiques et les troubles cognitifs et moteurs, qui ont été étudiées principalement dans le cadre des 

carences gestationnelles. Une homéostasie cérébrale en folates est donc indispensable au maintien 

des fonctions, et est fortement reliée à leur apport cérébral via les transporteurs. Les gènes retrouvés 

dérégulés dans le sperme de pères carencés ont notamment un lien avec le développement cérébral 

et reproducteur, mais également avec les maladies neurologiques. 

Compte-tenu des hypothèses actuelles sur la transmission paternelle, nous nous sommes 

intéressés plus particulièrement au rôle des sncRNA, et plus particulièrement les miARNs, les tRFs et 

piARNs présent dans le sperme, afin d’identifier de potentiels marqueurs et leurs rôles dans le 

développement de l’organisme (normal et pathologique). Nous souhaitons vérifier l’hypothèse selon 

laquelle une carence en folate d’origine paternelle altère la spermatogenèse chez la progéniture, et que 

les perturbations des petits ARNs retrouvées dans le sperme des pères peuvent être à l’origine du 

développement de pathologies à l’âge adulte chez la descendance, et notamment des maladies 

neurologiques. 

Il existe très peu de données concernant les carences paternelles en donneurs de méthyle et 

leurs conséquences sur le développement cérébral. Nous nous sommes donc intéressés à 

l’homéostasie intracérébrale en folates chez la descendance ainsi qu’aux perturbations qui y sont liées. 

Notre hypothèse est qu’une carence paternelle en donneurs de méthyle perturbe cette homéostasie 

cérébrale, induisant des modifications d’expression des transporteurs des folates au niveau des 
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barrières sang-tissu, avec pour conséquences à long terme le développement de pathologies 

neurologiques. 

Dans ce contexte, l’objectif principal de ce travail est d’étudier les effets de l’alimentation des 

pères, en particulier la carence en donneurs de méthyle, et ses effets sur (i) les marqueurs 

épigénétiques potentiellement transmis à la descendance via le sperme, et (ii) le développement 

cérébral et les conséquences potentielles à long terme. 

Pour répondre à ces objectifs, un nouveau modèle murin de carence d’origine paternelle a été 

initié au laboratoire, basé sur les précédents modèles de carence gestationnelle. Une première partie 

des résultats est consacré à la caractérisation de ce nouveau modèle. L’étude des conséquences de 

cette carence du père sur le développement de la descendance à différents âges à ensuite permis de 

mettre en évidence des atteintes au niveau des organes reproducteurs ainsi que des paramètres de 

fertilité. La carence paternelle est également responsable de perturbations du métabolisme cérébral de 

la descendance, avec une atteinte sexe-spécifique. 
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1. MODÈLE ANIMAL ET PRÉPARATION DES ÉCHANTILLONS 

1.1. Espèce utilisée 

Les expérimentations ont été réalisées sur des rats de la souche Wistar Rj:Han (Janvier Labs, 

Le Genest Saint Isle, France). Ces animaux sont maintenus dans une animalerie conventionnelle (N° 

agrément B54-54-722) à une température ambiante de 22 ± 1°C et un cycle lumière/obscurité de 12h. 

Ils ont un accès libre et illimité à la nourriture et à l’eau de boisson. Les expérimentations ont été 

effectuées selon les recommandations du Comité d’Ethique de Lorraine en matière d’Expérimentation 

Animale (CELMEA) ainsi que les directives éthiques européennes (2010-63-UE) et françaises (décret 

2013-118) (APAFIS #26745). 

La souche Wistar est non consanguine et polyvalente. Elle a été sélectionnée par Donaldson à 

l’Institut Wistar aux Etats-Unis en 1906. Du fait de sa longévité, il fait partie des modèles de choix pour 

les études à long terme comme les études sur le vieillissement. Il est également principalement utilisé 

pour des études de toxicologie, tératologie, physiologie, pharmacologie, oncologie mais également pour 

des études sur le métabolisme. 

1.2. Protocole animal 

Le protocole comporte des animaux de 8 semaines, dont des mâles témoins (régime contrôle, 

base u8979 v185, SAFE Diets, Augy, France), des mâles carencés en vitamines B9 et B12 (régime 

carencé, base u8979 v184, SAFE Diets), et des femelles ayant un régime standard (A04, SAFE Diets) 

(Figure 23). Cela nous a permis de constituer 2 groupes d’animaux : contrôle (Ctrl) et carencé (MDD). 

Sur chaque portée obtenue, 2 ratons mâles et 2 ratons femelles sont mis à mort à J21, 2 ratons mâles 

et 2 ratons femelles à J65, et 1 raton mâle et 1 raton femelle à J180. Les pères sont soumis aux différents 

régimes 1 mois avant accouplement. Les femelles ont gardé le même régime pendant toute la durée de 

la gestation et de l’allaitement. 

A la fin du sevrage, les ratons issus de ces accouplements sont nourris avec le régime standard 

(A04) jusqu’à leur mise à mort. Dans le cadre de mon projet de thèse, le régime de carence contient 

0,382 mg/kg d’acide folique, 0,015 mg/kg de vitamine B12 et 315 mg/kg de choline. Comparées au 

régime contrôle, ces valeurs sont respectivement diminuées de 6 fois, 4 fois et 7 fois (Tableau I). 
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Figure 23 : Croisements réalisés dans le protocole animal. 

Le protocole comporte 2 groupes différents. Le groupe des pères témoins (Ctrl) a reçu un régime standard (v185 
; SAFE) et le groupe carencé, un régime déficient en vitamine B9, B12 et appauvri en choline (MDD pour Methyl 
Donor Deficiency ; v184 ; SAFE). Les femelles, quant à elles, ont été nourries avec le régime de maintenance 
(A04, SAFE). Les descendants sont mis à mort 21 jours après leur naissance, soit à la période de sevrage, à 60 
jours, période de maturité sexuelle ; ainsi qu’à 180 jours qui correspond à l’âge adulte.  
 
Abréviations : M pour mâle ; F pour femelle 

 

TABLEAU I : CONCENTRATION EN VITAMINES B9, B12 ET EN CHOLINE DANS L’ALIMENTATION DES ANIMAUX DE 

NOTRE ÉTUDE 

Composés Régime standard (Ctrl) Régime carencé (MDD) 

Acide folique 2,26 mg/kg 0,382 mg/kg 

Vitamine B12 0,06 mg/kg 0,015 mg/kg 

Choline 2140 mg/kg 315 mg/kg 

MDD : methyl donor deficient 

 

1.3. Prélèvements sanguins  

Le sang total est récupéré lors de la mise à mort des animaux dans des tubes de prélèvements 

sanguins adapté au volume de sang total de l’animal. Pour les animaux adultes, des tubes de 4 mL ont 

été utilisés (Tableau II ; Ozyme, Saint-Cyr-L’École, France). Pour les descendants à J21 et J60, des 

tubes de prélèvements pédiatriques ont été utilisés (Ozyme). Une fois le sang collecté, les tubes sont 

retournés lentement à raison de 5 fois pour les tubes secs et 10 fois pour les autres tubes. Les tubes 

héparinés sont centrifugés tout de suite, contrairement aux tubes secs qui sont centrifugés 30 minutes 

après recueil du sang pour les tubes pédiatriques et 60 minutes pour les tubes adultes. 

Pour les tubes de 4 mL, les centrifugations sont réalisées sans frein à 2000 xg (3222 rpm) 

pendant 10 minutes à température ambiante (AllegraTM X-22R, Beckmann Coulter, Villepinte, France). 

Les tubes pédiatriques (400 – 600 µL), sont centrifugés sans frein à 10 000 xg (8773 rpm) pendant 5 

minutes à température ambiante (Avanti J-26 XP, Beckmann Coulter) (Tableau II). Les échantillons de 

plasmas et de sérums sont ensuite stockés à -80°C jusqu’à l’analyse. 
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TABLEAU II : TUBES DE PRELEVEMENTS SANGUINS 

Tubes Enduit 
Plasma 

Sérum 
Volume Analyses Centrifugation Délai 

Références 

(Ozyme) 

Pédiatrique 

Héparine 

de lithium 
Plasma 

400 - 

600 µL 

Métabolites 1C 10 000 xg, 

5min, TA, sans 

frein 

NA 365986 

Sec Sérum Hormones 
30 

min 
365968 

Adulte 

Héparine 

de lithium 
Plasma 4,5 mL Métabolites 1C 2 000 xg, 

10min, TA, 

sans frein 

NA 367376 

Tube sec Sérum 4 mL Hormones 
60 

min 
369032 

 

1.4. Isolement des spermatozoïdes 

L’isolement des spermatozoïdes est réalisé dans du milieu de culture DMEM (milieu essentiel 

minimum modifié par Dulbecco, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France ; réf. : D5796) contenant 

4,5 g/L de glucose, 0,016 g/L de rouge phénol, 3,7 g/L de bicarbonate de sodium (NaHCO3) et 0,6 g/L 

de glutamine. A ce milieu, sont ajoutés 10% (v/v) de sérum de veau fœtal (SVF, Sigma Aldrich ; réf. : 

F7524) décomplémenté. Quatre cent cinquante µL de milieu préparé sont placés au centre d’une boîte 

de Pétri (5cm de diamètre, non coatée) formant une goutte qui est ensuite recouverte avec de l’huile de 

paraffine fluide (environ 13 mL par boîte ; Savetis, Quévert, France). La boîte est ensuite placée dans 

un incubateur à 37°C, 5% de CO2 pendant 20 à 30 minutes. 

Après mise à mort des animaux, les organes génitaux sont récupérés et l’épididyme est séparé 

du testicule. L’épididyme est pesé et mesuré dans sa longueur à l’aide d’un pied à coulisse puis placé 

dans la boîte de Pétri à 1cm de la goutte de milieu. Des ponts sont réalisés entre le milieu et l’épididyme 

à l’aide d’une lame de scalpel afin d’en extraire les spermatozoïdes. L’ensemble est à nouveau placé à 

37°C pendant 30 minutes. Les études réalisées sur les spermatozoïdes recueillis consistent en la 

mesure de mobilité par enregistrements vidéo ainsi que la réalisation de frottis. 

1.5. Traitement des tissus 

1.5.1. Prélèvement et fixation des organes 

Les organes sont prélevés après mise à mort des animaux. Une partie est placée en azote 

liquide pour réaliser les analyses biochimiques et de biologie moléculaire, l’autre étant mise en contact 

avec un fixateur (méthacarn, formol ou paraformaldéhyde (PFA) 4%). 

La fixation avec le Méthacarn (60% (v/v) méthanol pur (Carlo Erba, Val de Reuil, France ; réf. : 

414831), 30% (v/v) chloroforme pur (Carlo Erba ; réf. : 438603) et 10% (v/v) d’acide acétique pur (SDS, 

Peypin, France ; réf. : 0070521)) nécessite un renouvellement du liquide fixateur 3 à 4h après le début 

de la fixation. Le lendemain, les organes sont conservés dans une solution d’éthanol 70% (v/v) (VWR, 

Strasbourg, France ; réf. : 20821.365) à 4°C jusqu’à inclusion. 
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La fixation dans le formol (Formalin solution, Sigma Aldrich ; réf. : HT501128) ainsi que le 

paraformaldéhyde 4% ((m/v ; Sigma Aldrich ; réf. : P6148) dans du tampon phosphate salin 10X (PBS, 

1,37 M NaCl ; 26,8 mM KCl ; 101 mM Na2HPO4 – 12 H2O  ; 17,6 mM KH2PO4 ; pH 7,4)) nécessite 3 

lavages successifs de 5 minutes au PBS 1X, sous agitation à 4°C, après une nuit d’incubation sous 

agitation à 4°C. Ensuite, les organes sont conservés dans de l’éthanol 70% à 4°C jusqu’à inclusion de 

ces derniers. 

1.5.2. Inclusion en paraffine et coupe des organes 

Une fois les organes fixés, ils sont placés dans des cassettes d’inclusion (Simport, Boleil, 

Canada ; réf. : M505). Lorsque l’organe est petit, des mousses sont placées au fond et au-dessus de 

l’organe pour éviter que celui-ci ne traverse pendant l’étape de paraffinage. L’ensemble des cassettes 

sont conservées dans de l’éthanol 70% jusqu’à l’étape suivante. 

La mise en paraffine s’effectue sur un appareil Leica (Leica, Paris, France ; réf. : ASP300 S) au 

sein du laboratoire IMoPA (Ingénierie Moléculaire et Physiopathologie Articulaire – UMR 7365 CNRS – 

UL) pour les organes fixés en méthacarn et PFA 4%, et au service de Biopathologie du CHRU de Nancy 

les organes fixés au formol. Le paraffinage commence par un bain de formol des organes en cassettes, 

suivi de différents bains à concentrations croissantes d’éthanol (75% - 80% - 90% - 100%) avant un 

bain de xylène. Les organes sont ensuite mis en contact avec de la paraffine chaude (40 à 65°C), ce 

qui permet sa pénétration au sein du tissu. Un montage spécifique est ensuite réalisé entre la cassette, 

l’organe et de la paraffine. Les coupes de 8 µm d’épaisseur des différents tissus sont réalisées à l’aide 

du microtome (MicroM, ThermoFisher Scientific, Dardilly, France ; réf. : HM325). 

2. DOSAGES PLASMATIQUES  

2.1. Dosage des métabolites du métabolisme des monocarbones par LCMS/MS 

La séparation des métabolites est réalisée par chromatographie liquide de haute performance 

(HPLC) composé d’une colonne (SynergiTM 4 µm Fusion-RP 80Å (dimensions : 150*3 mm) 

(Phenomenex, Le Pecq, France ; réf. : H21-258388)), couplée à une détection par spectrométrie de 

masse en tandem (MS/MS) en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) positif après une ionisation 

par électrospray (ESI). 

2.1.1. Conditions pré-analytiques 

Le sang est prélevé selon la procédure citée dans le paragraphe 1.3 Les plasmas héparinés 

sont aliquotés à raison de 100 µL par tube, puis acidifiés avec de l’acide acétique 1N à raison de 1:10 

(v/v). Les échantillons sont ensuite congelés jusqu’à l’analyse. 

Pour les tissus, 20-50 mg sont prélevés et placés dans 500µL de PBS 1X puis broyés à l’aide 

d’un micropilon électrique (micropilon : Eppendorf™ réf. : 0030120973 ; moteur : Bel-Art™, réf. : 

F65100-0000 ; Fisher Scientifique, Illkirch-Graffenstaden, France). Deux cycles de sonication de 15 

minutes à 4°C sont ensuite réalisés sur le broyat dont 50µL sont prélevés pour faire les analyses. La 
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mesure de la concentration en protéines est réalisée sur le restant de broyat. Ces broyats peuvent être 

conservés jusqu’à 2 semaines maximum avant l’analyse, les échantillons étant conservés à -80°C. 

2.1.1.1. Préparation des échantillons et de la gamme standard 

Le jour de l’analyse, les échantillons à doser, les contrôles externes (au nombre de 2 par 

analyse), les standards internes (ou ISTD) ainsi que les standards (Tableau III) sont décongelés sur un 

lit de glace. Une gamme est réalisée à partir des standards. La dilution est réalisée dans la matrice 

utilisée (plasma lorsqu’il s’agit d’une analyse de plasma, PBS 1X s’il s’agit d’analyses tissulaires). 

TABLEAU III : STANDARDS DES METABOLITES DU METABOLISME DES MONOCARBONES 

Origine Nom Concentration initiale (mM) 

Cycle de la méthionine 

Homocystéine (Hcy) 1 

SAM 1 

SAH 0,5 

Méthionine 20 

Cycle des folates 
MeTHF 0,25 

Acide folique 0,25 

Voie de la transsulfuration 

Cystéine 30 

Cystathionine 1 

Glutathion réduit (GSH) 10 

Cycle de la choline 

Choline 10 

Bétaïne 10 

Glycine 20 

Serine 10 

Diméthylglycine (DMG) 10 

 

2.1.1.2. Préparation des standards internes (ISTD) 

Une solution de DTT à 600 mM est préalablement préparée dans du formate d’ammonium 1M. 

Les standards internes (D3/D4/D9/D11 pour les molécules deutérées ; C13 pour l’isotope carbone13) 

sont dilués dans cette solution afin d’obtenir les concentrations finales données dans le tableau ci-

dessous (Tableau IV). Dix µL du mélange ISTD sont ajoutés dans tous les tubes, hormis les tubes 

considérés comme blanc réactif et blanc matrice et incubés 10 minutes à température ambiante. 
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TABLEAU IV : STANDARDS INTERNES UTILISES POUR L’ANALYSE DES METABOLITES DU METABOLISME DES 

MONOCARBONES 

Nom Concentration (mM) 

D4-Homocystéine 1 

D3-SAM 1 

D3-SAH 0,5 

D3-Méthionine 2 

D9-Choline 1 

C13-MeTHF 0,25 

D11-Bétaïne 5 

D2-Cystéine 1 

D3-Sérine 5 

 

Une solution de méthanol acidifié (méthanol 99,9% (v/v), Carlo Erba ; réf. : 414831 ; acide 

formique 0,1% (v/v), Sigma Aldrich ; réf. : 33015) est ajoutée dans chaque tube à raison de 1:1. Les 

tubes sont incubés 30 minutes à 4°C puis centrifugés 30 minutes à 20 000 xg à 4°C. 

2.1.2. Mesure sur le spectromètre de masse 

Pour réaliser les mesures des échantillons, 25µL du surnageant sont prélevés dans une plaque 

96 puits en polypropylène (Costar®, Dutscher ; réf. : 3363) auxquels 100µL d’une solution d’eau acidifiée 

(eau 99,9% (v/v) ; acide formique 0,1% (v/v)) sont ajoutés avant de souder un film sur la plaque qui sera 

placée dans le spectromètre de masse (LCMS 8045 ; Shimadzu, Noisiel, France). 

La phase mobile est constituée de 2 solvants. Le solvant A correspond à un mélange H2O + 

0,1% (v/v) d’acide formique ; et le solvant B à un mélange 99,9% d’acétonitrile + 0,1% d’acide formique. 

Tout au long du processus, un gradient de ces solutions est utilisé (Figure 24A) avec un débit de 0,5 

mL/min, une température de 40°C et à une pression d’environ 50 bars. Une prise d’essai de 10µL est 

utilisée et ionisée par éléctrospray avant passage dans les différents compartiments. Le temps de 

rétention des différents métabolites est représenté dans la Figure 24B. 
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A 

 
B 

 
Figure 24 : Gradient de la phase mobile et temps de rétention des composés analysés. 

(A) Le gradient se fait sur une durée de 10 minutes, avec 2 solvants : A (H2O + 0,1% acide formique) et B 
(99,9% acétonitrile + 0,1% acide formique). (B) Temps de rétention des différents composés analysés (en 
minutes). 
 
Abréviations : CTH : cystathionine ; DMG : diméthylglycine ; GSH : glutathion ; Hcy : homocystéine ; Met : 
méthionine ; MeTHF : méthyl tétrahydrofolate (THF); SAH : S-adénosyl homocystéine ; SAM : S-adénosyl 
méthionine ; D pour les molécules deutérées ; C13 pour l’isotope carbone13. 

 

2.1.3. Analyse des résultats 

La quantification des différents métabolites dans les échantillons est réalisée contre une gamme 

d’étalonnage réalisée dans du plasma (pour les échantillons sanguins) ou du PBS (pour les échantillons 

tissulaires). Le profil des pics des différents métabolites est vérifié dans l’ensemble des échantillons et 

de la gamme (Annexe 4). Un ajustement est fait à l’aide de l’ISTD qui est ajouté en concentration 

connue. Le calcul de la concentration de chaque composé dans les échantillons est permis grâce à 

l’association de l’aire sous la courbe et de la concentration correspondante dans la gamme. 

2.2. Dosage des hormones par méthode ELISA 

2.2.1. Dosage des hormones gonado-stimulantes 

Les dosages de la FSH et de la LH ont été réalisés par une méthode immuno-enzymatique 

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) type sandwich à l’aide des kits de dosage fournis par 

Elabscience® (FSH : réf. : E-EL-R0391 ; LH : réf. : E-EL-R0026), et selon les recommandations du 

fournisseur. 

Le jour de l’analyse, les échantillons sont décongelés sur lit de glace avant d’être utilisés à 

température ambiante. Ils sont tout d’abord dilués à 1/10ème dans la solution de dilution (Reference 

Standard & Sample diluent). 

Pour le dosage de la FSH, les standards sont préparés dans des tubes Eppendorf à partir d’une 

solution de 200 ng/mL. Pour le dosage de la LH, la solution standard est à une concentration de 100 

Composé Choline Glycine CTH Sérine Bétaïne Cystéine D3-SAM SAM D4-Hcy

Temps de 

rétention 

(min)

5,221 3,762 3,734 3,632 6,44 3,812 3,813 3,7 4,069

Composé Hcy D3-Met Met GSH D4-SAH SAH C13 MeTHF MeTHF DMG

Temps de 

rétention 

(min)

3,963 4,702 4,848 4,504 5,927 5,99 8,45 8,342 5,15
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mUI/mL. Un volume de 100 µL de chaque échantillon et de standard est déposé dans les puits en 

duplicats puis incubé pendant 90 minutes à 37°C. 

Durant cette première incubation, les solutions contenant d’une part l’anticorps biotinylé, et 

d’autre part le conjugué-HRP, sont préparées selon les recommandations du fournisseur. A la fin de 

l’incubation, l’ensemble du liquide est jeté, et 100 µL de la solution d’anticorps biotinylé sont ajoutés 

dans chaque puits. La plaque est ensuite incubée pendant 1 heure à 37°C. 

A la fin de cette deuxième incubation, 3 lavages successifs de 1 minute avec 350 µL de tampon 

de lavage sont réalisés. Les puits, éliminés des résidus de tampon, sont ensuite remplis de la solution 

de conjugué-HRP à raison de 100 µL par puits. Une nouvelle incubation de 30 minutes à 37°C est 

réalisée, suivie d’un nouveau cycle de 5 lavages successifs. Par la suite, 90 µL de la solution de substrat 

sont ajoutés dans chaque puits et incubée à 37°C pendant 15 minutes à l’abri de la lumière. L’ajout de 

50 µL de la « solution Stop » permet l’arrêt de la réaction. La mesure des absorbances est réalisée à 

450 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques (Multiskan GO, ThermoFisher Scientific). 

2.2.2. Dosage de la testostérone 

Le dosage de la testostérone est réalisé à l’aide d’une méthode de détection immuno-

enzymatique (ELISA) compétitive de la testostérone libre ou liée (Enzo Life Sciences, Lörrach, 

Allemagne ; réf. : ADI-900-065). Pour éviter une détection croisée avec les protéines liant la 

testostérone, un agent réducteur (Steroid Displacement Reagent) est ajouté à chaque échantillon à 

raison de 1:99 volumes, permettant ainsi de quantifier la testostérone libre. Les échantillons sont ensuite 

dilués à 1/10ème dans le diluant fournis pour le kit (Standard Diluent). Les solutions standards de la 

gamme d’étalonnage sont préparées dans des tubes en verre (10*75 mm ; réf.: 99445) de manière 

extemporanée. L'ensemble des échantillons sont déposés en duplicats, à raison de 100 µL par puits. 

La mesure de la concentration en testostérone des échantillons est réalisée contre plusieurs 

contrôles nommés « Blanc », « TA  (Total Activity) », « NSB » et « Bo ». Le puits TA permet de mesurer 

l’absorbance du conjugué ajouté avant le substrat, le puits NSB permet d’obtenir l’absorbance du 2ème 

anticorps, et le puits Bo correspond à l’absorbance mesurée en présence des 2 anticorps. Les 

incubations sont réalisées sous agitations à 400 rpm. Après ajout du substrat, la plaque est incubée 1 

heure à 37°C sans agitation. La réaction est arrêtée par l’ajout de 50 µL de la « solution Stop ». La 

lecture de l’absorbance est réalisée à 405 nm (avec une correction à 570 et 590 nm). 

2.2.3. Analyse des résultats 

La concentration en testostérone des échantillons sanguins es déterminée après avoir 

retranché la valeur moyenne des absorbances des puits « NSB » à celles mesurées contre le blanc. Le 

pourcentage de testostérone liée est obtenu en divisant la valeur moyenne des absorbances corrigée 

par la valeur d’absorbance obtenue pour les puits Bo. 
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Les concentrations en FSH et LH dans les échantillons sont calculées à partir de la droite 

d’étalonnage obtenue à partir des mesures des absorbances en fonction des concentrations des 

standards exprimées en échelle logarithmiques. 

3. ÉTUDES COMPORTEMENTALES 

3.1. Tests comportementaux précoces 

3.1.1. Le réflexe de retournement 

Le test (Figure 25) est réalisé sur la progéniture à 5 jours, 7 jours et 9 jours après la naissance 

(J5, J7 et J9). Durant toute la durée du test, la mère est séparée de la portée. Deux mâles et 2 femelles 

ont réalisés le test, pour un total de 4 ratons par portée. Le dispositif expérimental correspond à une 

plaque ronde en verre placée sur une mousse. Les individus y sont délicatement placés sur le dos et 

aussitôt lâchés et laissés libres de leurs mouvements. Le temps mis par chaque raton pour passer de 

la position allongée sur le dos à la position avec les 4 pattes planes sur la surface (position quadrupède) 

est mesuré. À la fin du test, les ratons rejoignent la cage maternelle. 

 
Figure 25 : Test du réflexe de retournement. 

Les ratons âgés de 5, 7 et 9 jours sont placés sur une plaque en verre plane, non inclinée, sur le dos. Dès qu’ils 
sont laissés libres de leurs mouvements, le temps de chaque raton pour revenir à la position quadrupède est 
mesuré. Illustration réalisée à l’aide du site internet Biorender.com. 

 

3.1.2. Test de géotaxie négative 

Avec le réflexe de retournement, la géotaxie négative permet de vérifier la coordination ainsi 

que la fonction motrice de la commande des muscles nécessaires au retournement des ratons. 

Comme pour le réflexe de retournement, le test est réalisé sur les ratons J5, J7 et J9. Durant la 

durée du test, la mère est également séparée de la portée. Individuellement, 2 mâles et 2 femelles ont 

réalisés le test, pour un total de 4 ratons par portée. Le dispositif expérimental correspond à une plaque 

en verre maintenue inclinée à 20° et les individus y sont délicatement placés avec la tête en bas. Les 

ratons sont aussitôt lâchés et laissés libre de leurs mouvements. Le temps mis par chaque raton pour 

passer de la position « tête en bas » à la position « tête en haut » est mesuré (Figure 26). À la fin du 

test, les petits rejoignent la cage maternelle. 
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Figure 26 : Test de géotaxie négative réalisé des ratons. 
Les ratons âgés de 5, 7 et 9 jours sont placés sur une plaque en verre inclinée à 20° avec la tête vers le bas. 
Dès qu’ils sont laissés libres de leurs mouvements, le temps de chaque raton pour revenir à la position « tête 
en haut » est mesuré. Illustration réalisée sur le site internet Biorender.com. 

 

3.1.3. Test du « Homing » 

Le test dit du « Homing » permet d’évaluer les capacités d’apprentissage et de mémoire 

olfactivo-hippocampique chez les ratons pendant la période de sevrage. Il est basé sur leurs aptitudes 

à reconnaître et suivre les informations environnementales afin de retrouver leur environnement 

habituel, c’est-à-dire l’environnement maternel (Figure 27). Ce test est réalisé pendant la phase 

d’allaitement lorsque l’activité exploratoire des ratons commence à se développer (J5). 

      
Figure 27 : Dispositif utilisé pour le test du Homing. 

Les ratons âgés de 9, 11 et 14 jours sont placés dans le dispositif du Homing avec la tête vers l’une des deux 
parois. Les traits en pointillés délimitent les différentes zones : zone propre (contenant de la litière propre au 
bout), la zone intermédiaire (où l’animal est placé au début du test) et la zone maternelle (contenant de la litière 
provenant de la cage maternelle). Le temps ainsi que le nombre d’entrée dans les différentes zones sont relevés 
sur une durée totale du test de 5 minutes. 

 

Le dispositif est caractérisé par un couloir linéaire opaque de 10cm de haut. Les 2 extrémités 

du couloir comprennent respectivement la litière fraîche et la litière maternelle. La répartition des 2 types 

de litière est aléatoire. La zone de départ se situe au centre, l’animal étant tourné face à l’une des 2 

parois du test. Le test se déroule durant l’allaitement à J9, J11 et J14. Chaque individu est placé au 

centre du couloir et laissé libre de ses mouvements pendant un temps de 5 minutes. Le dispositif est 

nettoyé à l’alcool 40% (v/v) entre chaque raton et le dispositif est, ou non, changé d’orientation de 

manière aléatoire.  

Lors de ce test, la latence d’entrée ainsi que le nombre de passage dans les différentes zones 

(zone « propre », zone intermédiaire et zone maternelle) sont enregistrées. Le premier et le dernier 

choix de chaque individu sont également notés. 
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3.1.4. Le test de discrimination olfactive 

Ce test permet d’évaluer la discrimination olfactive des rongeurs à partir d’un âge où la 

locomotion est suffisamment développée et où la neurogenèse olfactive est bien développée, c’est-à-

dire le jour du sevrage. Il est basé sur le concept d’approche-évitement de sources odorantes et donc 

sur l’aptitude des animaux à détecter et se positionner par rapport à une odeur inconnue. Ici, nous avons 

testé le fonctionnement de l’olfaction trigéminale (odeurs d’alerte, toxique) et non pas l’olfaction non-

trigéminale (poly-odeurs, odeur usuelle) (Figure 28). 

 
Figure 28 : Dispositif expérimental pour la mesure de la discrimination olfactive. 

Les ratons âgés de 21 jours sont placés dans le dispositif avec la tête vers l’une des deux parois. Les traits en 
pointillés délimitent les différentes zones : zone propre (contenant du papier buvard imbibé d’eau ultrapure), la 
zone intermédiaire (où l’animal est placé au début du test) et la zone sale (contenant du papier buvard imbibé 
de toluène). Le temps ainsi que le nombre d’entrée dans les différentes zones sont relevés sur une durée totale 
du test de 3 minutes 

 

Pour cela, le même dispositif que pour le test du Homing a été utilisé, en remplaçant les zones 

« propre » et « maternelle » par les zones d’odeur neutre (eau) et toxique (toluène). Pour cela, un papier 

buvard de 1cm x 1cm contenant 15 µL soit d’eau ultrapure, soit de toluène pur (Carlo Erba ; réf. : 

528231) sont placés dans leur zone respective. Les zones de dépôt sont recouvertes par des couvercles 

en plastique pour limiter la diffusion des odorants à l’extérieur du dispositif. La zone de départ se situe 

au centre, l’animal étant tourné face à l’une des 2 parois du test. Le test se déroule au premier jour du 

sevrage, à J21. Chaque individu est placé au centre du couloir et laissé libre de ses mouvements 

pendant un temps de 3 minutes. Le dispositif est nettoyé à l’alcool 40% (v/v) entre chaque raton et le 

dispositif est, ou non, changé d’orientation de manière aléatoire.  

Lors de ce test, la latence d’entrée ainsi que le nombre de passage dans les différentes zones 

(zone « eau », zone intermédiaire et zone « toluène ») sont enregistrées. Sont également notés le 

premier et le dernier choix de chaque individu. 

3.2. Tests comportementaux tardifs 

3.2.1. Test de l’openfield 

Le test de l’openfield est un test classiquement utilisé dans les études comportementales chez 

le rongeur qui permet d’évaluer les comportements locomoteur et exploratoire, ainsi que l’état 

émotionnel (Denenberg, 1969). Il s’agit d’un dispositif d’observation libre des comportements animaux 

dans une enceinte close homogène, sans autre élément particulier (Figure 29). 
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Figure 29 : Dispositif de l’openfield. 
Le rat âgé de 21 jours est placé au centre du dispositif et laissé libre de ses mouvements pendant 5 minutes. 
Le temps ainsi que le nombre d’entrées dans les différentes zones, le nombre de redressements, ainsi que le 
nombre de fèces et d’urines sont évalués. Les traits en pointillés représentent des séparations virtuelles prises 
en compte par le système de videotracking. 

 

Le dispositif se compose d’une arène circulaire de 1m de diamètre et de 35cm de haut. Le sol 

est constitué d’une plaque en verre. La zone centrale correspond à un cercle de 50cm de diamètre, la 

zone intermédiaire à un cercle de 100cm de diamètre ; tous les 2 sont « fictifs » c’est-à-dire présents 

uniquement sur le système de videotracking. Chaque animal est délicatement placé au centre du 

dispositif puis laissé libre de ses mouvements pendant une durée de 5 minutes. Le test se déroule à 

J21 et le dispositif est nettoyé à l’éthanol 40% entre chaque individu. Les paramètres mesurés sont le 

nombre d’entrées, le temps passé dans les différentes zones, le nombre de redressements, ainsi que 

le nombre de fèces et d’urines. 

3.2.2. Le labyrinthe en croix surélevée 

Le labyrinthe en croix surélevé permet l’évaluation du niveau d’anxiété de l’animal sans générer 

un stress. Il permet une mesure ponctuelle de l’activité nerveuse, liée aux aires cognitives et au système 

limbique, ce qui peut traduire un état anxieux chez le rongeur. Ce test se base sur 2 caractéristiques 

des rongeurs de laboratoire : (i) l’exploration naturelle du dispositif et (ii) leur préférence pour un 

positionnement dans les zones protégées (branches fermées) au détriment des zones libres (branches 

ouvertes) (Figure 30). 
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Figure 30 : Dispositif du labyrinthe en croix surélevée. 

Le rat âgé de 22 jours est placé dans la zone centrale face à une branche ouverte et laissé libre de ses 
mouvements pendant 5 minutes. Le temps ainsi que le nombre d’entrée dans les différentes zones, le nombre 
de redressements, ainsi que le nombre de fèces et d’urines sont évalués. Illustration réalisée sur le site internet 
Biorender.com. 

 

Le dispositif forme une croix à 4 branches organisées à angles droits à 60 cm du sol. Deux des 

branches, opposées l’une de l’autre, possèdent des murs verticaux (dits « protecteurs ») opaques, ce 

sont les branches « fermées », alors que les 2 autres branches ne sont constituées que du chemin de 

progression, ce sont les branches « ouvertes ». Chaque branche fait une longueur de 40 à 50 cm, pour 

8 à 10 cm de large. Le centre de la croix est matérialisé par un carré, il s’agit de la zone centrale (ou 

zone neutre, ou encore zone de choix). Chaque animal est déposé au centre du dispositif, face à une 

branche non protégée, et est laissé libre de ces mouvements pendant un temps de 3 minutes. 

Les paramètres enregistrés grâce au videotracking sont le nombre d’entrées ainsi que le temps 

passé dans les différentes zones. Sont également pris en compte le nombre de head-deeping, les fèces 

et les urines. 

3.2.3. Test de marche linéaire sur échelle 

Le test de marche linéaire sur échelle est basé sur la capacité des animaux à coordonner les 

mouvements de leurs pattes pour se déplacer linéairement sur des barreaux disposés horizontalement 

entre 2 parois, l’une opaque et l’autre transparente (Figure 31). 
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Figure 31 : Test de marche linéaire sur échelle. 
Les animaux âgés de 25 et 60 jours sont placés à l’entrée du dispositif et laissés libre de leurs mouvements. Un 
petit choc électrique est mis en place pour stimuler l’animal et le faire avancer sur l’échelle. Le début du test 
correspond au moment où l’animal passe la moitié de son corps au-delà de la partie blanche ; et la fin du test 
lorsque l’animal pose ses 2 pattes avant sur le dernier barreau. Le temps total mis pour parcourir l’échelle ainsi 
que le nombre de fois où l’animal trébuche (passage des pattes entre les barreaux) sont mesurés. Tout animal 
qui n’effectue pas le test correctement (changement de sens, Freeze, temps supérieur à 1 minute) est considéré 
comme étant en échec. 

 

Le dispositif est un couloir de 10 cm de large délimité par 2 parois verticales d’une hauteur 

suffisante pour que l’animal ne puisse s’échapper par le dessus, ainsi que pour pouvoir créer le vide 

sous les barreaux d’au minimum 40 cm. L’une des parois est opaque de façon à créer un contraste 

avec le pelage des animaux, l’autre paroi étant transparente pour pouvoir observer l’animal et réalisé le 

videotracking. Des barreaux en métal lisse sont positionnés entre les 2 parois, dans des trous 

préalablement percés. 

L’animal est déposé à une extrémité du couloir et est laissé libre de ses mouvements. A l’autre 

extrémité est positionnée une boîte contenant de la litière issue de la boîte d’hébergement. Les individus 

réalisent le test à J25 et J60. A J25, 4 passages d’habituations sont réalisés avant le test réel, contre 3 

passages d’habituation à J60. Le temps total mis pour parcourir l’échelle est mesuré, ainsi que le 

nombre de fois où l’animal trébuche (passage des pattes entre les barreaux). Un temps maximum de 1 

minute est utilisé comme limite à la réalisation du test. De même, les animaux se retournant dans le test 

(retour au point de départ sans avoir atteint l’autre extrémité) ou qui n’avancent plus (Freeze) sont 

considérés comme ayant échoués au test. A la fin du test, l’animal retrouve sa cage d’hébergement 

avec ses congénères. 

3.2.4. Labyrinthe aquatique 

Le test utilisé permet l’étude des capacités d’apprentissage et de mémorisation hippocampo-

dépendantes puisqu’il se base sur les aptitudes des animaux à mémoriser un parcours (Figure 32) avec 

des repères environnementaux non contrôlés par l’expérimentateur. Ce test se passe dans un milieu 

aquatique, ce qui assure une bonne motivation des individus.  
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Figure 32 : Parcours du labyrinthe aquatique. 
Le labyrinthe aquatique est un dérivé de ceux de Morris et Cincinnati, et permet d’étudier de manière 
hippocampo-dépendant l’apprentissage et la mémorisation des individus. Le parcours présenté ici a été réalisé 
par chaque individu, à 2 reprises et sur 5 jours consécutifs (J39 à J43) après 2 jours d’habituation à J35. Des 
paramètres tels que le temps total pour trouver la sortie, le nombre d’erreurs commises (culs-de-sac et retours 
en arrière) sont pris en compte 

 

Afin de réaliser le test, 4 à 5 cm d’eau à une température de 24-25°C sont ajoutés au fond du 

labyrinthe ce qui permet aux animaux de faire de la « pseudo-nage » puisqu’ils peuvent prendre appui 

au fond du dispositif. Le parcours correspond à un couloir de progression composé d’enchaînements 

linéaires de 5 à 10 labyrinthes en T imbriqués les uns dans les autres. A chaque extrémité se trouve la 

zone de départ et la zone de sortie. Il existe des accès en « culs-de-sac » dans lesquels les individus 

ont une perte d’efficacité comportementale, ainsi qu’un tracé dit idéal dans lequel les individus ont une 

utilisation optimale de leurs ressources. Avant de réaliser le test proprement dit, il est essentiel d’avoir 

une période d’habituation. Cette phase permet de prendre connaissance du dispositif ainsi que de la 

possibilité de s’échapper par une voie unique vers une cage d’élevage chauffée à l’aide d’un cordon. 

L’habituation des animaux se fait à J35 et selon 2 jours consécutifs. La phase d’apprentissage 

enregistrée se déroule sur 5 jours consécutifs, de J39 à J43 avec 2 passages par jour et par individu. 

Comme pour les tests précédents, l’enregistrement est permis par le système de videotracking. Des 

paramètres tels que le temps total pour trouver la sortie et le nombre d’erreurs commises (culs-de-sac 

et retours en arrière) sont pris en compte. 

4. ANALYSES D’IMMUNOHISTOCHIMIE 

4.1. Étude histologique des testicules 

4.1.1. Le frottis spermatique 

Le frottis spermatique est réalisé à la suite du prélèvement des organes génitaux après mise à 

mort de l’animal. Pour cela, 10 µL de milieu contenant les spermatozoïdes sont déposés sur une lame 
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de verre. Avec une seconde lame en verre, la goutte est étirée sur l’ensemble de la longueur de la lame. 

L’ensemble est ensuite laissé à l’air libre pour sécher avant fixation. 

Une fois le frottis séché (environ 1 journée à température ambiante), les lames sont plongées 

dans un cristallisoir contenant un mélange d’éthanol pur (75% (v/v) ; VWR) et d’acide acétique (25% 

(v/v), SDS) pendant 1h. Ces dernières sont ensuite laissées sous hotte aspirante pendant environ 1h 

afin qu’elles puissent sécher. Elles sont ensuite conservées à 4°C jusqu’à coloration. 

La coloration au Papanicolaou est réalisée grâce à un partenariat avec le département de 

Biopathologie - Anatomie et Cytologie Pathologiques, dirigé par le Pr. Guillaume Gauchotte, au CHRU 

de Nancy. Elles sont conservées à 4°C dans une boîte noire pendant toute la durée des analyses. Le 

jour de l’analyse, les lames sont remises à température ambiante pendant environ 30 minutes. Les 

images prises sont caractérisées par un nombre suffisant de spermatozoïdes (entre 3 et 20), à raison 

de 5 images par individus. Ces dernières permettent de mettre en évidence des anomalies de 

morphologies (absence de la tête, absence ou raccourcissement du flagelle). Les images sont réalisées 

à l’aide d’un microscope à contraste de phase (Nikon ELWD 0.3), avec un objectif x10. 

4.1.2. Étude morphologique des testicules  

Après inclusion des organes, des coupes de 5 µm d’épaisseur sont réalisées. Une coloration 

Hématoxyline – Éosine – Safran (HES) est ensuite réalisée sur ces dernières afin de distinguer le noyau, 

les organelles et les composants extracellulaires. Le noyau est coloré en bleu violacé grâce à 

l’hématoxyline et les protéines sont colorées par l’éosine en rose ou rouge. Cette coloration permet 

d’apprécier l’organisation du tissu et peut également montrer des changements cellulaires typiques de 

certains cancers. L’analyse des lames a été réalisée par le Dr. Nicolas Monnin, pharmacien biologiste. 

4.2. Analyses de la mobilité des spermatozoïdes 

Les vidéos sont réalisées après récupération des spermatozoïdes dans le milieu de culture 

complémenté en SVF grâce à un microscope inversé à contraste de phase (Nikon ; réf. : Diaphot ELWD 

0.3) auquel est ajouté un appareil photo (Nikon D5100). Pour cela, 10 µL de l’homogénat sont prélevés 

et placés entre lame et lamelles. Pour chaque individu, 5 à 6 champs différents sont regardés pendant 

au moins 20sec. L’ensemble de la prise de vidéo n’excède pas les 3 minutes par individu. L’analyse 

finale de la mobilité des spermatozoïdes a été réalisée par le Dr. Nicolas Monnin, pharmacien biologiste. 

5.  ANALYSES BIOCHIMIQUES 

5.1. Electrophorèse et Western Blot 

5.1.1. Préparation des échantillons 

5.1.1.1. Extraction des protéines 

Le tissu congelé est maintenu au froid et une partie (environ 10 mg) est placée dans un tube 

Eppendorf de 1,5 mL. Par la suite, 550 µL de tampon RIPA (140 mM NaCl ; 10 mM Na2HPO4 ; 1,4 mM 
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KH2PO4 ; 1% (v/v) Igepal ; 0,1% (m/v) sodium dodécylsulfate (SDS) ; 0,5% (m/v) désoxycholate de 

sodium) et un cocktail d’inhibiteurs (PIC, 10 µL/mL de tampon ; Sigma Aldrich ; réf. : P8340) froids sont 

ajoutés à chaque tube. Une homogénéisation est réalisée par aspiration/refoulement à l’aide d’une 

pipette de 1000 µL puis d’une seringue de 1 mL avec une aiguille 26G. Une incubation de 30 minutes 

sur la glace est ensuite nécessaire. L’ensemble de l’homogénat est ensuite centrifugé pendant 30 

minutes à 12 000 rpm (14 400 xg ; Avanti J-26 XP, Beckmann Coulter) à 4°C, ce qui permet de récupérer 

les protéines du surnageant. Les extraits sont ensuite congelés à -80°C jusqu’à utilisation. 

5.1.1.2. Mesure de la concentration en protéines 

Le dosage s’effectue grâce au kit BCA (Bicinchonique Acid Assay, Interchim, Montluçon, France 

; réf. : UP40840A) à l’aide d’une gamme étalon obtenue à partir d’une solution de BSA à 2 mg/mL. Les 

protéines réduisent le cuivre Cu2+ en cuivre Cu+ en milieu alcalin de manière proportionnelle à la quantité 

de protéine présente dans l’échantillon. La présence de l’acide bicinchoninique permet alors de colorer 

la réaction par sa spécificité d’interaction avec le Cu+, formant un complexe pourpre dont l’absorbance 

est mesurable à 570 nm. Pour cela, 50 volumes du réactif A (acide bicinchoninique) doivent être ajoutés 

à 1 volume du réactif B (sulfate de cuivre, CuSO4). Dans une plaque 96 puits, 25 µL de chaque point 

de gamme et d’échantillon (dilué au 1/10ème) sont disposés en triplicats. Sont ensuite ajoutés 200 µL du 

mélange A+B par puits. La plaque est agitée puis mise en incubation 30 minutes à 37°C. La lecture de 

l’absorbance est réalisée à l’aide d’un spectrophotomètre à 570 nm (Multiskan GO, ThermoFisher 

Scientific). 

5.1.2. Analyse des protéines par Western Blot 

Vingt à 30 µg de protéines dans du tampon Laemmli 1X et en présence de 600 mM de DTT 

sont séparées sur gel SDS-PAGE. Le gel de séparation est composé de Tris-HCl 1,5 M pH 8.8, 

d’acrylamide (pourcentage en fonction de la taille des protéines étudiées ; ROTIPHORESE®, Carl Roth 

GmBH, Karlsruhe, Allemagne ; réf. : A121.1), 10% (v/v) de SDS 10%, 10% (m/v) de persulfate 

d’ammonium (APS) et de TEMED. Le gel de concentration est composé de Tris-HCl 0,5 M pH 6.8, 

d’acrylamide (0,125% (v/v)), 0,001% (v/v) de SDS 10% (m/v), 0,001% (v/v) d’APS 10% (m/v) ainsi que 

de TEMED. 

Après migration dans du tampon de migration 1X (25 mM de Tris ; 190 mM Glycine ; SDS 0,1% 

(v/v) ; pH 8,3), les protéines sont transférées par transfert semi-sec dans du tampon de transfert 1X (48 

mM de Tris ; 39 mM de Glycine ; 0,001% de SDS 10%) sur une membrane adaptée à l’anticorps 

(Tableau V ; nitrocellulose ou polyfluorure de vinylidène (PVDF) de 0,2 µm, AmershamTM HybondTM, 

VWR ; réf. respectives : 10600017 et 10600021). Pour la membrane de PVDF, il est nécessaire de 

l’activer au préalable par un bain d’éthanol pur pendant 30 secondes. Le transfert est réalisé à l’aide du 

TransBlot® TurboTM (BioRad) pendant 30 minutes à 25 volts et 1 ampère. 
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TABLEAU V : CONDITIONS DE WESTERN BLOT 

Anticorps Membrane Blocage Poids moléculaire % gel séparation 

PCFT PVDF BSA 50 kDa 12% 

RFC Nitrocellulose BSA 65 kDa 12% 

 

À la fin du transfert, il est possible de vérifier la présence des protéines sur la membrane grâce 

à une coloration au rouge ponceau (Sigma Aldrich ; réf. : P7170). Pour cela, il est nécessaire de rincer 

la membrane avec de l’eau ultrapure puis de placer le rouge ponceau sur la membrane et mettre en 

agitation lente pendant 5 minutes.  

Le blocage des sites aspécifiques est réalisé pendant 1h sous agitation lente et à température 

ambiante grâce à une solution de TBST 1X avec du lait 5% (m/v) (Régilait, Saint Martin Belle Roche, 

France) ou de la BSA 5% (m/v) (Euromedex, Souffelweyersheim, France ; réf. : 04-100-811). 

5.1.3. L’immunodétection 

5.1.3.1. Anticorps primaire et protéine de référence 

L’anticorps primaire est dilué dans la solution de blocage utilisée (Tableau VI). Il est ensuite 

placé sur la membrane pendant toute une nuit, à 4°C, sous une agitation lente. 

TABLEAU VI : ANTICORPS PRIMAIRES EN WESTERN BLOT 

Anticorps Organe Dilution Espèce Fournisseur Référence 

PCFT Cortex 1/1000 Lapin Abcam ab25134 

RFC Cortex 1/500 Lapin Sigma Aldrich AV44167 

 

Dans le cas de la protéine de référence, ici la β-actine, l’anticorps est directement couplé à la 

horseradish peroxidase (HRP ; EC 1.11.1.7). Ce dernier, une fois dilué dans la solution de blocage, est 

placé sur la membrane pendant 1h à température ambiante. Trois lavages de 10 minutes au TBST 1X 

sous agitation rapide sont ensuite réalisés avant de passer à la révélation. 

5.1.3.2. Anticorps secondaire 

Avant d’ajouter l’anticorps secondaire (Tableau VII), il est nécessaire de faire 3 lavages 

successifs avec du tampon TBST 1X pendant 10 minutes sous une agitation rapide. L’anticorps 

secondaire est préalablement dilué au 1/10 000ème dans la solution de blocage. Il est ensuite ajouté sur 

la membrane pour une incubation d’une heure sous agitation douce, à température ambiante. Un 

nouveau cycle de 3 lavages de 10 minutes avec du tampon TBST 1X est réalisé avant la révélation. 

TABLEAU VII : ANTICORPS SECONDAIRES UTILISES EN WESTERN BLOT 

Nom Espèce Espèce reconnue Fournisseur Référence 

Anti-lapin IgG – HRP Ane Lapin 
Jackson 

ImmunoResearch 
711-035-152 
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5.1.4. Stripping des membranes 

L’étape de stripping est nécessaire si la protéine de référence à un poids moléculaire proche de 

celle d’intérêt ; ou bien si la membrane est réutilisée pour une autre protéine. Dans ce cas, la membrane 

est mise en contact avec la solution de stripping (210 mM de glycine ; 3,5 mM de SDS, 0,01% (v/v) de 

Tween 20) à pH 2,2 pendant 10 minutes sous agitation lente. Cette opération est renouvelée une fois, 

puis 2 lavages au TBST 1X de 5 minutes sous agitation rapide sont réalisés. La poursuite du protocole 

se fait à l’étape du blocage. 

5.1.5. Analyses des résultats 

La détection des bandes se fait grâce à l’ajout de luminol et peroxyde, qui grâce à la présence 

de l’enzyme HRP, vont émettre de la chimiluminescence, détectable par le système de détection 

(iBright, ThermoFisher Scientific ; réf. : CL1500). Du luminol et du peroxyde sont mélangés à raison de 

1:1 (v/v) (ClarityTM Western ECL Subtrate, BioRad, réf. : 170-5061) avant d’être placés sur la membrane 

préalablement égouttée, pendant 5 minutes à température ambiante et dans le noir. La membrane est 

ensuite placée sous la caméra du système de détection pour son analyse et l’intensité des bandes de 

migration est mesurée par la densitométrie grâce au logiciel iBright Analysis Software. 

5.2. Analyses de biologie moléculaire 

5.2.1. Étude de l’expression génique par RT-qPCR 

5.2.1.1. Extraction des ARNs 

Un échantillon de 5 à 20 mg est prélevé sur l’organe congelé est placé dans un tube avec 1 mL 

de Trizol (Invitrogen ; réf. : 15596026). Pour les extractions des ARNs des spermatozoïdes, les 1 mL 

de Trizol sont directement ajoutés sur le culot de spermatozoïdes. La méthode d’extraction a été 

déterminée après différents tests (Roszkowski et Mansuy, 2021).  Quelques allers-retours à la pipette 

puis avec une seringue et une aiguille sont réalisés afin de disloquer le tissu. Deux cents µL de 

chloroforme sont ajoutés avant d’homogénéiser le tube puis de le centrifuger pendant 15 minutes à 

12 000 xg à température ambiante. Pour les spermatozoïdes, une incubation de 5 minutes à 

température ambiante est nécessaire avant la centrifugation. La phase aqueuse contenant les ARNs 

sont récupérés et placés dans un nouveau tube. Un µL de glycogène (5mg/mL, AmbionTM, 

ThermoFisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France ; réf. : AM9510) est ajouté dans les tubes issus 

des spermatozoïdes, puis 500 µL d’isopropanol sont ajoutés (peu importe l’échantillon). Les échantillons 

sont ensuite incubés 10 minutes à température ambiante avant une centrifugation de 10 minutes à 

12 000 xg à température ambiante. Le surnageant est éliminé et le culot rincé avec 200 µL d’éthanol 

70% (v/v) puis centrifugé 10 minutes à 12 000 xg à température ambiante. Les ARNs ainsi récupérés 

pour les spermatozoïdes sont resuspendus dans 20 µL d’eau ultrapure et stockés à -80°C jusqu’à 

utilisation. 

Pour ce qui est des extractions sur tissus, le culot est ensuite resuspendu dans 50 µL de mix 

de digestion contenant la DNase (10% (v/v) tampon 10X (10X TURBO DNase Buffer, Invitrogen ; réf. : 
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4022G) ; 2 U de DNase Turbo (Invitrogen ; réf. : AM2238) ; 40 U de RNase OutTM Ribonuclease Inhibitor 

(Invitrogen ; réf. : 10777-019)). Les échantillons sont ensuite incubés 30 minutes à 37°C. Cent µL d’eau 

ultrapure ainsi que 150 µL de phénol-chloroforme acide sont ajoutés dans chaque tube qui seront 

ensuite vortexés puis centrifugés 3 minutes à 12 000 xg à température ambiante. Cent µL de la phase 

aqueuse supérieure sont prélevés et placés dans un nouveau tube. Vient ensuite l’étape de précipitation 

des ARNs qui se fait grâce à l’ajout de 2,5 volumes d’éthanol pur et 1/10ème de volume d’acétate de 

sodium 3M (pH 5,5). Les tubes sont vortexés et incubés 2h à -20°C. Ils sont ensuite centrifugés 10 

minutes à 12 000 xg à température ambiante. Les culots obtenus sont rincés à l’éthanol 80% (v/v) puis 

centrifugés 10 minutes à 12 000 xg à température ambiante. Enfin, les culots sont repris dans 20 µL 

d’eau ultrapure puis dosés. 

La quantification des ARNs des échantillons tissulaires uniquement est réalisée par mesure de 

l’absorbance à l’aide d’un spectrophotomètre (Multiskan GO, ThermoFisher Scientific). La valeur à 260 

nm permet de calculer la concentration en ARN de l’échantillon, et les valeurs à 230 et 280 nm 

permettent de vérifier la contamination des échantillons (260/230 pour la présence d’EDTA et/ou de 

phénol ; et 260/280 pour la présence de protéines et de phénol). L’intégrité des ARNs est vérifiée par 

migration sur gel d’agarose 1% non dénaturant et révélation à l’aide du système d’acquisition E-Box 

(CX5 TS Edge, VWR ; réf. : 733-2832). 

5.2.1.2. Rétrotranscription classique en ADNc 

La rétrotranscription permet la synthèse de l’ADN complémentaire à partir des ARN extraits. 

Pour cela, le kit PrimerScriptTM RT Master Mix est utilisé (Takara, Saint-Quentin-En-Yvelines, France ; 

réf. : RR036A) selon les recommandations du fournisseur. Cinq cents ng d’ARN sont rétro-transcrits 

dans un volume de 10µL. Les échantillons sont incubés à 37°C pendant 15 minutes et l’enzyme est 

inactivée par une incubation de 5 secondes à 85°C (C1000 TouchTM Thermal cycler, Bio Rad). Les 

échantillons sont ensuite conservés à -20°C jusqu’à la prochaine étape. 

5.2.1.3. Rétrotranscription spécifique des micro-ARN 

La rétrotranscription se fait en 2 étapes. La première consiste à rajouter une queue poly(A) aux 

ARNs. Le mix de rétrotranscription se compose de 50% (v/v) de tampon 5X (5X First-Strand Buffer, 

Invitrogen ; réf. : 28025013), 2,5 mM d’adénosine triphosphate (ATP ; New England Biolabs, Hitchin, 

Royaume-Uni ; réf. : P0756S), 100 U de RNase Out et 5 U de poly(A) polymérase (New England 

Biolabs ; réf. : M0276L). Quatre µL du mix sont mélangés avec 6 µL d’ARNs (si volume constant 

nécessaire, sinon le volume est ajusté pour avoir 500 ng/µL d’ARN) avant une incubation de 30 minutes 

à 37°C et une dénaturation de 2 minutes à 95°C. Les échantillons sont ensuite directement placés sur 

la glace. 

La seconde étape de rétrotranscription est réalisée à l’aide du 2ème mix. Il se compose de 20% 

(v/v) de tampon 5X, 20mM de DTT  (Invitrogen ; réf. : 28025013), 30% (v/v) d’eau, 2mM de dNTP 

(Invitrogen ; réf. : 10297018), 200 U de M-MLV (Invitrogen ; réf. : 28025013) et 10% (v/v) du primer 

OTG3 (Tableau VIII). Dix µL de ce mix sont alors rajouter aux tubes de la 1ère étape avant une incubation 
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de 50 minutes à 37°C puis 15 minutes à 70°C. Les échantillons sont ensuite utilisés pour la PCR 

quantitative. 

5.2.1.4. PCR quantitative 

Une fois les échantillons rétro-transcrits, l’analyse par PCR quantitative peut être réalisée à 

l’aide du kit TB GreenTM Premix Ex TaqTM (Tli RNaseH Plus) (Takara ; réf. : RR420A). Pour chaque 

échantillon, 2 µL sont prélevés puis dilués, auxquels sont rajoutés 12,5 µL de TB Green Premix ExTaq 

2X (concentration finale de 1X), 0,2 µM de chaque amorce de PCR (sens et antisens ; Eurogentec, 

Seraing, Belgique) ainsi que 9,5 µL d’eau stérile purifiée. La première étape de PCR consiste à chauffer 

les échantillons à 95°C pendant 30 secondes pour activer l’enzyme. Par la suite, les échantillons 

subissent 40 cycles de PCR (5 secondes à 95°C puis 30 secondes à 60°C) afin d’amplifier les ADNc 

des gènes de référence ainsi que ceux des gènes d’intérêt (Tableau VIII) (CFX ConnectTM Real-Time 

System, Bio Rad). En parallèle, il y a un suivi cycle par cycle du signal fluorescent, dont l’intensité est 

proportionnelle à la quantité de produit amplifié. La dernière étape correspond à la réalisation de la 

courbe de fusion. Cette étape comprend une dénaturation lente des amplicons de 50°C à 95°C. 

De plus, à chaque RT-qPCR réalisée, des témoins négatifs de rétrotranscription et de PCR ont 

été déposés à raison de 2 µL/puits. Le témoin négatif de rétrotranscription correspond à de l’eau et du 

mix de rétrotranscription ; et le témoin de PCR correspond au mix de PCR auquel est ajouté 2 µL 

d’eau/puits. Lors de la rétrotranscription, un témoin ARN est également réalisé. Ce dernier contient des 

ARN (500 ng/µL) et de l’eau, mais pas le mix de rétrotranscription. Une fois rétro-transcrit, le témoin 

ARN est dilué dans de l’eau avant d’être déposé dans la plaque. Ces témoins sont déposés en duplicats 

pour chaque tissu et dans chaque condition. 

TABLEAU VIII : AMORCES DE RT-QPCR 

Gene F / R 5’-3’ sequence Amplicon length Gene reference 

Slc46a1 
F CTGGGAGATTTCAACGGCCT 

188 NM_001013969.1 
R AAAGCCAGCCAGAAAGGGTT 

Slc19a1 
F ATCTCCCTGGGCTTCATCCT 

165 
NM_017299.2 et 

NM_001035232.1 R CTCCAGTTTCCTGGGCTCTG 

Folr1 
F GCCAGGACCGAACTTCTCAA 

139 NM_133527.2 
R GTGCTTCCTGGCTTGTGTTG 

Star 
F GGTGCCAGGTGTGGGCAAGG 

99 NM_031558.3 
R CCCATGGCCTCCATGCGGTC 

Cyp19a1 
F CCCACTCAAGGGCAAGATGATA 

119 NM_017085.3 
R TATAGTGACAAGGCAAGACAAATT 

Hsd3b2 
F TCAGAAGAAGCCTTGCCAGC 

174 NM_017265.4 
R GGCTTCACAAAGCAAGCAGA 

Cldn 1 
F TGGGGACAACATCGTGACTG 

166 NM_031699.3 
R CCCCAGCAGGATGCCAATTA 

Cldn 2 
F CCAGGCCATGATGGTGACAT 

125 NM_001106846.2 
R CACCCACTACAGCCACTCTG 
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Cldn 3 
F TGGGAACTGGGTTGTACGTG 

106 NM_031700.2 
R TTGGTGGGTGCGTACTTCTC 

Cldn 4 
F ATCCTGAGTTGTTCGCTCCC 

97 NM_001012022.1 
R AGTTCATCCACAGGCCTTCC 

Cldn 5 
F TTTATGCCCTGTGTGGGCTT 

89 NM_031701.2 
R CGGCACCGTTGGATCATAGA 

Cldn 11 
F CCTGTATCCGAATGGGCCAC 

163 NM_053457.3 
R AGCGAGTAGCCAAAGCTCAC 

Tjp1 
F CAATGGCGGTGTGTTGAGTT 

231 NM_001106266.1 
R TCACAGTGTGGCAAGCGTAG 

Abcb1a/b 
F TGCAGCATCGCCGAGAACAT 

159 
NM_133401.2 et 

NM_012623.3 R CGACAGCTGAGTCCCTTTGT 

Abcc1 
F ATGGTGTCAGTGGTTTAGGGAA 

138 NM_022281.2 
R TGCTGTGCTGCTGGTTAGTA 

S100b 
F TAGGACACGGACAGAGGAGG 

181 NM_013191.2 
R GTCAGACATGACACCCAGCA 

Rps29 
F ATGGGTCACCAGCAGCTCTA 

106 NM_012876.2 
R GCCCGTATTTACGGATCAGA 

Gapdh 
F GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG 

143 NM_017008.4 
R ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA 

Otg3 F 
ATGCCATAATACGACTCACTATAGGGAGAAG

TACTTTTTTTTTTTTTTTV 
- - 

Otg4 R TAATACGACTCACTATAGGGAGA - - 

miR-126a-5p F CATTATTACTTTTGGTACGCG - MIMAT0000831 

miR-127-3p F TCGGATCCGTCTGAGCTTGGCT - MIMAT0000446 

miR-340 F TCCGTCTCAGTTACTTTATAGC - MIMAT0000750 

 

5.2.1.5. Analyse des résultats 

Pour chaque gène étudié, les couples d’amorces ont été validés sur des dilutions en cascade 

de l’ADNc. La validation est effective lorsque l’efficacité est comprise entre 95 et 105% et lorsque le R² 

de la droite est supérieur à 0,99. L’expression des ARNm ou des miARNs d’intérêt est calculée par la 

méthode du 2-ΔΔCt. Aussi bien pour les ARNm que les miARNs, 2 produits de référence ont été utilisés 

pour la moyenne géométrique. Pour les ARNm, il s’agit des gènes RPS29 et GAPDH, et pour les 

miARNs, il s’agit des miR-195-5p et miR-340 pour le cœur, et miR-127-3p et miR 195-5p pour le cortex. 

Tous les échantillons ont été déposés en triplicats pour les ARNm et en duplicats pour les miARNs. 

Après la qPCR, il est possible de vérifier la taille des amplicons grâce à un gel d’agarose (1,5 à 

2% (m/v)). Pour cela, les 20 µL de dépôt sont complétés avec 4 µL de tampon de charge (Loading Dye 

6X, Sigma Aldrich), avant d’être déposés dans les puits pour une migration d’environ 1h à 90V. La 

procédure de réalisation du gel est identique à celle pour vérifier l’intégrité des ARNs. 
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5.2.2. Small RNA seq : analyses des données 

Les analyses ont été réalisées sur la plateforme GenomEast à l’IGBMC (Institut de Génétique, 

Biologie Moléculaire et Cellulaire) de Strasbourg. La préparation et la génération de la librairie de petits 

ARNs est réalisée à partir de 20 à 100 ng d’ARNs totaux et a été permise grâce au kit NEXTFLEX® 

Small RNA-seq v3 (Bioo Scientific Corp, Austin, USA) compatible avec l’appareil Illumina. L’ensemble 

des expérimentations ont été faites selon les recommandations du fabricant. Lors de la première étape, 

les adaptateurs d’ARN ont été séquentiellement ligaturés à chaque extrémité de l’ARN en commençant 

par l’extrémité 3’ polyadénylée, puis l’extrémité 5’. Les petits ARNs ligaturés sont ensuite rétro-transcrits 

et amplifiés par PCR (cycle : 2 min 95°C, (20 sec 95°C – 30 sec 60°C – 15 sec 72°C)x18, 2 min 72°C) 

pour créer des constructions d’ADNc. Les amplifications entre 140 et 160 nucléotides de ces dernières 

ont été isolées sélectivement par purification sur gel d’acrylamide suivie d’une précipitation à l’éthanol. 

La qualité des bibliothèques d’ADNc a été vérifiée et quantifiée par électrophorèse capillaire. Le 

séquençage est ensuite réalisé sur un séquenceur Illumina HiSeq 4000 en tant que lectures uniques de 

50 bases. L'analyse d'image et l’identification de base ont été effectuées à l'aide de RTA (version 2.7.7) 

et de bcl2fastq (version 2.20.0.422). 

6. TESTS STATISTIQUES 

Hormis pour le Small RNA-seq, l’ensemble des tests statistiques sont réalisés à l’aide du logiciel 

R (version 4.0.3). La première étape est de vérifier les conditions d’applications des différents tests : 

normalité des données et homogénéité des variances. Si les données suivent la loi normale, des tests 

paramétriques seront appliqués (t-test pour k=2 ; ANOVA 1 facteur pour k>2, k étant le nombre de 

groupes dans l’étude). Si au contraire, les données ne suivent pas la loi normale, des tests non 

paramétriques sont utilisés (Mann-Whitney (U test) si k=2, un test de Kruskal-Wallis si k>2). Ces tests 

sont applicables car nous avons des groupes indépendants. Dans les cas où une ANOVA 1 facteur est 

réalisée, un test post-hoc l’est aussi. Ces tests sont dits « à postériori » car ils ne présupposent pas de 

l’existence d’une hypothèse expérimentale préalablement définie. 

Pour le Small RNA-seq, les analyses statistiques ont été réalisées par un ingénieur bio-

informaticien de l’IGBMC de Strasbourg. Pour l'analyse des données relatives aux petits ARNs, les 

adaptateurs ont été éliminés des lectures totales à l'aide de FASTX_Toolkit 

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Seuls les reads élagués d'une longueur comprise entre 15 et 

40 nucléotides ont été conservés pour la suite de l'analyse. L'analyse des données a été effectuée selon 

le pipeline publié ncPRO-seq (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23044543). En bref, les reads ont 

été mappés sur l'assemblage du génome du rat rn6 avec Bowtie (version 0.12.8). Les annotations ont 

été effectuées avec miRBase (version 22.1) pour les microARN, avec piRBase (version 1.0) pour les 

piARN et avec Rfam (version 11.0) pour les autres petits ARN non codants. La normalisation et les 

comparaisons d'intérêt ont été effectuées en utilisant le test d'expression différentielle, proposé par 

(Love et al., 2014) et implémenté dans le package DESeq2 (version 1.32.0) de Bioconductor.  

http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23044543
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Partie 1 : Mise en place du modèle 

de carence paternelle 
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1. MESURE DES PARAMETRES MORPHOMETRIQUES DES ANIMAUX 

Le nombre moyen de ratons par portée ainsi que le pourcentage de mâles et de femelles sont 

représentés en Figure 33. Nos résultats ne montrent aucune influence du régime paternel sur le nombre 

moyen de ratons dans la portée (Figure 33A), ni sur la proportion mâle/femelle (Figure 33B). 

  
 

Figure 33 : Nombre moyen de ratons et proportions mâle/femelle dans la descendance. 
(A) Nombre moyen de ratons dans la descendance, (B) ratio mâle/femelle dans la descendance en fonction du 
régime du père. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=5 ; t-test avec des différences non significatives. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; UA : unité arbitraire 

 

Le poids des animaux est suivi de manière hebdomadaire, aussi bien chez les pères que la 

descendance, le changement de régime pouvant influencer la prise de poids (Figure 34). En ce qui 

concerne les pères, l’évolution du poids du groupe soumis au régime carencé est similaire à celle du 

groupe témoin (Figure 34A). Chaque portée a été répartie en 3 lots correspondant aux 3 stades 

suivants après la naissance : 21ème jour (J21), correspondant à la période de sevrage, 65ème jour (J65) 

correspondant à la maturité sexuelle puis à 180 jours (J180) correspondant à l’adulte mature. Chaque 

lot a été suivi sur l’évolution des poids et cela en fonction du sexe. Jusqu’au sevrage, la prise de poids 

des ratons ne diffère pas, ni en fonction des groupes, ni en fonction du sexe (Figure 34B). Cela n’est 

plus le cas à partir de J45 où il existe des différences de poids en fonction du sexe, notamment une 

augmentation significative du poids des ratons mâles issus de pères carencés comparé à la progéniture 

mâle des pères témoins (Figure 34C et 34D). 



 
 

- 91 - 

  

  
 

Figure 34 : Évolution du poids corporel des animaux. 
(A) Poids des pères en fonction de l’âge. Évolution du poids de la descendance (B) de J5 à J21, (C) de J21 à 
J65, et (D) de J80 à J180. Les différences mâles/femelles sont visibles entre crochets. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5, n=4-10. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 entre les 
groupes et # p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : t-test avec des différences non significatives 
pour les pères, ANOVA 2 facteurs (poids, sexe) pour la descendance. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle 

 

Le poids des organes prélevés lors de la mise à mort des animaux aux différents âges a 

également été mesuré (Tableau IX). A J21, quel que soit le sexe de la descendance, il n’existe aucune 

différence significative en ce qui concerne le poids du cerveau, du cœur ou du foie. De même, il n’existe 

pas de différence pour le poids des ovaires des ratons femelles. En revanche, le poids des testicules 

des ratons mâles issus des pères carencés est plus petit que celui des ratons issus des pères témoins. 

A J65, la seule différence observée concerne le poids du cerveau des femelles issues des pères 

carencés qui est plus élevé que celui des femelles issues des pères témoins. Il en va de même pour le 

foie des mâles, celui des ratons issus des père carencés étant supérieur à celui des ratons issus des 

pères contrôles. Pour les autres organes, il n’existe pas de différence significative entre les groupes, 

mais des différences mâles/femelles qui elles, sont physiologiques. Enfin, à J180, il n’existe aucune 

différence significative des poids des organes en fonction des groupes, la différence mâle/femelle pour 

les poids des cerveaux étant maintenue. 
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TABLEAU IX : POIDS DES ORGANES AUX DIFFERENTS STADES DE DEVELOPPEMENT DES RATONS 

Âge Groupe Cerveau (g) Cœur (g) Foie (g) Testicule (g) Ovaire (g) 

J21 

Ctrl M 1,5 ± 0,03 0,30 ± 0,01 2,3 ± 0,08 0,13 ± 0,005 - 

Ctrl F 1,4 ± 0,01 0,29 ± 0,01 2,1 ± 0,06 - 0,03 ± 0,01 

MDD M 1,4 ± 0,04 0,30 ± 0,02 2,1 ± 0,07 0,11 ± 0,004 a - 

MDD F 1,4 ± 0,01 0,31 ± 0,01 2,2 ± 0,14 - 0,02 ± 0,003 

J65 

Ctrl M 2,0 ± 0,03 1,31 ± 0,06 8,6 ± 0,25 1,55 ± 0,064 - 

Ctrl F 1,7 ± 0,03 a 0,82 ± 0,04 a 5,6 ± 0,16 a - 0,05 ± 0,003 

MDD M 2,0 ± 0,02 1,23 ± 0,13 10,2 ± 0,40 a 1,51 ± 0,039   - 

MDD F 1,9 ± 0,03 c 0,89 ± 0,05 b 5,9 ± 0,20 b - 0,06 ± 0,008 

J180 

Ctrl M 2,1 ± 0,02 NA NA 1,84 ± 0,06 - 

Ctrl F 2,0 ± 0,04 a NA NA - 0,07 ± 0,003 

MDD M 2,2 ± 0,03 NA NA 1,86 ± 0,08 - 

MDD F 2,0 ± 0,02 b NA NA - 0,06 ± 0,003 

a : différences significatives avec Ctrl M ; b : avec MDD M ; c : avec Ctrl F ; les valeurs correspondent à la moyenne ± S.E.M. ; 

N=5, n=5-10. Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; p<0,05, ANOVA 2 facteurs (poids, sexe) pour la descendance. 

Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle 

 

Ces premières données suggèrent que le déficit nutritionnel en donneurs de méthyle chez le 

père pourrait impacter le développement de la descendance. Pour poursuivre la caractérisation de notre 

modèle animal, nous avons réalisé les dosages des intermédiaires du métabolisme des monocarbones 

dans les échantillons plasmatiques et tissulaires. 

2. MESURE DES INTERMEDIAIRES METABOLIQUES DE LA VOIE DES MONOCARBONES 

DANS LE PLASMA ET LE FOIE 

2.1. Dosages plasmatiques 

Le dosage plasmatique des métabolites intervenant dans le métabolisme des monocarbones 

permet de vérifier la carence nutritionnelle effective dans notre modèle. Classiquement, pour étudier le 

rôle du métabolisme des monocarbones dans une situation physiologique ou pathologique, les 

composés dosés sont la SAM, la SAH, l’Hcy et la Met. Le ratio SAM/SAH représente l’index de 

méthylation de l’organe ou des cellules étudiés. 

Les dosages réalisés montrent une augmentation de la concentration plasmatique en SAM 

(Figure 35A) et une hyperhomocystéinémie (Figure 35C) chez les pères carencés par rapport aux 

pères contrôles. Nous observons également une diminution de la concentration plasmatique en Met 

dans le groupe carencé vs contrôle (Figure 35C). En revanche, il n’existe aucune différence significative 

pour ce qui concerne les dosages de la SAH (Figure 35A) et le ratio SAM/SAH (Figure 35B). 



 
 

- 93 - 

  

 
 

Figure 35 : Dosages plasmatiques des métabolites 1C chez les pères. 
Concentrations plasmatiques (A) en SAM et SAH, (B) ratio SAM/SAH, (C) concentrations plasmatiques en Hcy 
et Met. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 : t-test. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; SAH : S-adénosyl homocystéine ; SAM : S-
adénosyl méthionine ; Hcy : homocystéine ; Met : méthionine 

 

Les mêmes dosages ont été effectués chez les ratons à J21, J65 et J180. Une augmentation 

significative des concentrations plasmatiques en SAM a été mesurée chez les mâles à J21 et J180 

(Figure 36A). En revanche, il n’y a pas d’impact du régime paternel sur la concentration plasmatique 

de SAH (Figure 36A), tout comme pour le ratio SAM/SAH (Figure 36B), bien qu’on observe une 

tendance à la diminution à J180 chez les femelles issues de pères carencés par rapport aux contrôles. 

En ce qui concerne les dosages plasmatiques d’Hcy, on observe une hyperhomocystéinémie 

uniquement chez les femelles issues des pères carencés par rapport aux témoins à partir de J65, ce 

qui suggère un effet sexe-dépendant (Figure 36C). Les concentrations plasmatiques en Met ne 

semblent pas impactées chez la descendance, aucune variation significative n’étant observée. Des 

variations en fonction du sexe apparaissent pour les concentrations en Hcy et en Met, celles-ci étant 

plus élevées dans le plasma des mâles à J180 alors que l’inverse est observé à J21. Concernant 

l’homocystéinémie, elle est plus basse chez les femelles par rapport aux mâles à J65 et J180 (Figure 

36C). 
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Figure 36 : Mesure des concentrations 

plasmatiques des intermédiaires 
métaboliques de la voie des monocarbones 

chez la descendance. 
Concentrations plasmatiques (A) en SAM et 
SAH, (B) ratio SAM/SAH, (C) concentrations 
plasmatiques en Hcy et Met. 
Les graphiques représentent la moyenne ± 
SEM ; N=4-5, n=2. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** 
p<0,001 entre les groupes et # p<0,05 ; ## 
p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : ANOVA 
2 facteurs (dosage, sexe) pour la descendance. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : 
régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; SAH : 
S-adénosyl homocystéine ; SAM : S-adénosyl 
méthionine ; Hcy : homocystéine ; Met : 
méthionine 

 

 
 

2.2. Dosages dans le tissu hépatique 

Le métabolisme des monocarbones est présent dans l’organisme entier mais les muscles et le 

foie sont les organes principaux où se déroule ce métabolisme (Obeid, 2013). L’analyse du  métabolome 

hépatique des pères rend compte d’une diminution de la concentration en SAM, SAH (Figure 37A), du 

ratio SAM/SAH (Figure 37B), ainsi que des concentrations en Hcy (Figure 37C) et en MeTHF (Figure 

37D). Ces mesures, conjointement à celles réalisées sur le plasma, permettent de confirmer la carence 

en donneurs de méthyle des pères du groupe MDD dans notre modèle animal. 
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Figure 37 : Concentrations en métabolites de la voie des monocarbones dans les échantillons 
hépatiques des pères. 

Les concentrations hépatiques (A) en SAM et SAH, (B) ratio SAM/SAH, (C) en Hcy et Met, (D) en MeTHF. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 : t-test. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; SAH : s-adénosyl homocystéine ; SAM : s-
adénosyl méthionine ; Hcy : homocystéine ; Met : méthionine : MeTHF : méthyltétrahydrofolate 

 

En ce qui concerne la descendance, les concentrations hépatiques en SAM des femelles à J21 

et des mâles à J65 sont augmentées pour les ratons issus des pères carencés par rapport au groupe 

contrôle. Les différences ne sont plus présentes à J180, aussi bien chez les femelles que les mâles 

(Figure 38A). Les concentrations en SAH ne varient pas quel que soit l’âge des ratons ou leur sexe, si 

ce n’est que la concentration est augmentée à J65 pour les ratons mâles issus des pères carencés 

(Figure 38A). Le ratio SAM/SAH augmente chez les femelles à J21 et tend à diminuer chez les mâles 

du même âge (Figure 38B). Dans le foie des mâles issus de pères carencés, on observe une 

accumulation d’Hcy à partir de J65 et ce jusqu’à J180, alors qu’elle diminue chez les femelles issues de 

pères carencés à J65 (Figure 38C). Les concentrations en Met ne semblent affectées ni par le régime 

paternel, ni l’âge et le sexe des ratons (Figure 38C). On observe une tendance à l’augmentation de la 

concentration du MeTHF chez les femelles issues de pères carencés dès J21 et jusqu’à J65. Pour les 

ratons mâles, cette différence significative est observée à J65 uniquement (Figure 38D). Des 

différences mâle/femelle sont observées et concernent les dosages de la SAM et de la SAH à partir de 

J65 (Figure 38A), mais aussi pour le ratio SAM/SAH à J21 et J65 (Figure 38B). De plus, les variations 

de concentrations en Hcy et Met sont plus importantes chez les mâles, quel que soit leur âge (Figure 

38C). Ceci est également le cas pour les concentrations en MeTHF (Figure 38D). 
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Figure 38 : Mesure des concentrations 
hépatiques des intermédiaires métaboliques 

de la voie des monocarbones chez la 
descendance. 

Concentrations hépatiques (A) en SAM et SAH, 
(B) ratio SAM/SAH, (C) concentrations en Hcy et 
Met, (D) en MeTHF. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; 
N=4-5, n=2. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** 
p<0,001 entre les groupes et # p<0,05 ; ## 
p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : ANOVA 2 
facteurs (dosage, sexe). 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : 
régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; SAH : S-
adénosyl homocystéine ; SAM : S-adénosyl 
méthionine ; Hcy : homocystéine ; Met : 
méthionine ; MeTHF : méthyltétrahydrofolate 
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3. CONCLUSION 

Cette première étape nous a permis de mettre en place et de caractériser notre modèle animal 

de carence en donneurs de méthyle d’origine paternelle. Jusqu’à présent, peu d’études se sont 

intéressées aux effets de ces carences du père sur le développement de la progéniture. Les études 

antérieures reposent principalement sur une carence en vitamine B9 et la concentration en acide folique 

dans le régime contrôle est habituellement de 2 mg/kg, tout comme dans nos conditions expérimentales. 

En revanche, les concentrations en folate dans les régimes carencés varient selon les auteurs de 0 

mg/kg (Kim et al., 2011, 2013; Swayne et al., 2012; Mejos et al., 2013; Tomizawa et al., 2015; Sahara 

et al., 2019), 0,2 mg/kg (McCoy et al., 2018), 0,3 mg/kg (Lambrot et al., 2013; Ly et al., 2017; Yuan et 

al., 2017) jusqu’à 0,5 mg/kg (Sabet et al., 2016). Dans notre étude, la concentration retenue était de 

0,382 mg/kg d’acide folique dans la nourriture carencée, ce qui est en adéquation avec la littérature. 

Ces premiers résultats basés sur les paramètres morphométriques et le dosage des 

intermédiaires métaboliques de la voie des monocarbones laissent supposer que la carence 

périconceptionnelle en donneurs de méthyle du père pourrait entraîner des effets à long terme, et selon 

un effet dépendant du sexe. D’après nos observations, le poids plus élevé des ratons issus des pères 

carencés, associé à un poids plus faible des testicules, pourraient être associés à des désordres 

métaboliques et de perturbation de l’homéostasie en folates dans les gonades. Nous avons donc 

poursuivi notre étude par la mesure des paramètres de fertilité et l’exploration du métabolisme des 

monocarbones chez les ratons mâles, ainsi que le contenu en petits ARN dans le sperme. Les résultats 

font l’objet de la deuxième partie de ce chapitre. 
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Partie 2 : Conséquences de la 

carence paternelle en donneurs de 

méthyle sur les testicules et la 
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1. MESURE DES PARAMETRES DE FERTILITE CHEZ LES PERES ET LA DESCENDANCE 

L’analyse de différents paramètres du sperme chez l’Homme repose sur les normes de l’OMS 

(Cooper et al., 2010) qui regroupent le volume spermatique (mL), la concentration en spermatozoïdes 

(millions/mL), la mobilité (totale et progressive, exprimée en %), ainsi que le pourcentage de 

spermatozoïdes à morphologie normale (d’après la classification de Krûger, ou celle de David modifiée 

avec un seuil à 23%) (Auger et al., 2016). Parmi ces données, seul le volume spermatique n’a pu être 

déterminé dans notre étude du fait de la méthode de prélèvement des spermatozoïdes. En effet, comme 

décrit dans la section Matériel et Méthodes, les spermatozoïdes sont prélevés directement de 

l’épididyme après mise à mort de l’animal. L’ensemble de ces analyses a été réalisé en aveugle par un 

pharmacien biologiste. 

La concentration en spermatozoïdes reflète non seulement la production par les testicules mais 

aussi la perméabilité des canaux post-testiculaires, l’efficacité de contraction des épididymes et des 

canaux déférents, l’efficacité de l’érection et de l’éjaculation (Guide de l’OMS 2021 sur l’analyse du 

sperme). La quantité de spermatozoïdes dans les échantillons utilisés pour réaliser la mobilité ne montre 

aucune différence chez les pères, ni chez la descendance. 

Selon le guide de l’OMS, la mobilité des spermatozoïdes est classée en 4 catégories : les 

spermatozoïdes progressifs rapides (≥ 25 µm/sec), les progressifs lents (5 – 25 µm/sec), les non 

progressifs (< 5 µm/sec) et les immobiles. Les 2 catégories de progressifs rapides et lents peuvent être 

regroupées en une seule : les mobiles progressifs. 

Chez les pères, la carence en donneurs de méthyle impacte les spermatozoïdes mobiles 

progressifs lents uniquement, la mobilité progressive rapide et la mobilité générale n’étant pas affectées 

(Figure 39A). Concernant la descendance à J65, on retrouve les mêmes résultats, à la seule différence 

que ce sont les spermatozoïdes progressifs rapides qui sont affectés chez les ratons issus des pères 

carencés vs contrôles (Figure 39B). A J180, l’atteinte semble encore plus forte, avec une diminution de 

la mobilité progressive (rapide et lente) chez les ratons issus des pères carencés (Figure 39C). 
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Figure 39 : Impact de la carence en donneurs de méthyle sur la mobilité des spermatozoïdes. 
La mobilité des spermatozoïdes a été évaluée chez les pères et la descendance à différents âges. Mobilité (A) 
des pères, (B) de la descendance à J65 et (C) à J180. 
Les graphiques représentent les 1er et 3ème Quartile, ainsi que la médiane ; N=5 ; n=5-10 ; * p<0,05 ; ** p<0,01 ; 
*** p<0,001 : t-test. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé  

 

Enfin, le dernier paramètre de fertilité mesuré correspond à la morphologie des spermatozoïdes. 

Pour cela, les frottis réalisés ont été colorés au Papanicolaou. Cette coloration permet de réaliser une 

étude morphologique des spermatozoïdes ou spermocytogramme (Figure 40). Elle associe 

l’Hématoxyline de Harris, qui permet de colorer les noyaux cellulaires, à 2 colorants de Papanicolaou, 

Orange G 6 et EA-50, qui colorent le cytoplasme (Marshall, 1983). L’étude de la morphologie a été 

réalisée selon la classification de Kruger. 
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Figure 40 : Exemple de morphologies spermatiques observées dans le cas d’une carence paternelle 

en donneurs de méthyle. 
Les spermatozoïdes sont composés de 3 parties différentes : la tête, la pièce intermédiaire et le flagelle. (A) 
Morphologie physiologique avec une tête en forme de crochet. Anomalies (B) de la tête, (C) de la pièce 
intermédiaire et du flagelle pouvant être observées. 

 

L’analyse des frottis spermatiques ne révèle aucune différence significative sur la morphologie 

de ces derniers, aussi bien chez les pères que la descendance à J65 et J180 (Figure 41A-D). Les 

pourcentages de spermatozoïdes typiques et atypiques sont pris en compte ainsi que les anomalies 

des différentes parties les constituant : la tête, la pièce intermédiaire (P.I.) et le flagelle. Ces résultats 

sont en accord avec ceux des lames histologiques qui ne montrent aucune altération de la 

spermatogenèse chez les pères et la descendance (Figure 42). Cependant, un passage de cellules 

germinales dans les tubules séminifères a été observé chez 80% des pères carencés contre 0% chez 

les pères contrôles, et chez 75% des ratons à J180 du groupe MDD contre 40% chez les ratons du 

même âge du groupe témoin. 
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Figure 41 :  Morphologie spermatique des pères et de la descendance à différents âges. 

La morphologie des spermatozoïdes comprend le pourcentage de spermatozoïdes atypiques (A, C) et les 
anomalies de formation des différentes parties qui le compose (B, D). Les résultats des pères sont présentés en 
(A, B) et ceux de la descendance en (C, D). 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=3-5 ; n=3-5 : t-test. 

 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; P.I. : pièce intermédiaire 
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Figure 42 : Morphologie des tubules séminifères après coloration histologique HES. 
Les images ont été prises à un grossissement x40. L’échelle présente en bas à droite de chaque image 
représente 20 µm. L’étoile (*) correspond au passage des cellules germinales dans la lumière des tubules. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; CL : coupe longitudinale ; CT : coupe 
transversale ; Sz : spermatozoïdes ; Lu : lumière du tubule 

 

Afin de définir si une carence en donneurs de méthyle peut impacter l’homéostasie en folates 

dans les testicules, nous avons réalisé les dosages des intermédiaires métaboliques de la voie des 

monocarbones dans les testicules des pères et de la descendance à J65, ainsi que la mesure du niveau 

d’expression des transporteurs des folates : Slc46a1 (PCFT), Slc19a1 (RFC), et Folr1 (FRα) dans les 

échantillons tissulaires. Nous avons également analysé l’expression de StAR et des enzymes 

impliquées dans la stéroïdogenèse, à savoir Cyp19a1 (P450 Aromatase) et Hsd3b2 (3b-HSD2), qui 

interviennent de manière importante dans la spermatogenèse et la régulation de ces voies métaboliques 

dans les testicules. Les concentrations circulantes en testostérone (T) et hormones gonadotropes (LH 
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et FSH) ont également été mesurées. Enfin, nous avons également étudié le contenu en petits ARNs 

dans le sperme des pères et de la descendance afin de mieux comprendre les mécanismes de 

transmission sous-jacents au développement probable de pathologies à l’âge adulte. 

2. MESURE DES INTERMEDIAIRES METABOLIQUES DE LA VOIE DES MONOCARBONES 

DANS LES TESTICULES 

Les dosages tissulaires montrent une tendance à la diminution de la concentration en MeTHF 

chez les pères carencés par rapport aux pères contrôles (p=0.060). En revanche, le ratio SAM/SAH 

(p<0.05, données non présentées) augmente de manière significative chez les pères carencés. 

Chez les ratons, les concentrations en SAM et SAH ne montrent pas de variation significative 

entre les différents groupes (Figure 43A-C). Bien qu’il existe une grande variabilité dans les mesures 

effectuées, les concentrations en MeTHF dans les échantillons de testicules des rations issus des pères 

carencés tendent à augmenter par rapport aux contrôles (Figure 43D). A l’inverse, la concentration en 

Hcy à J180 dans les testicules des ratons issus des pères carencés tend à diminuer par rapport au 

groupe contrôle (Figure 43C). 
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Figure 43 : Mesure des concentrations des intermédiaires métaboliques de la voie des monocarbones 
dans les testicules des ratons à J65 et J180. 

Concentration (A) en SAM et SAH, (B) ratio SAM/SAH, (C) concentrations en Hcy et Met, (D) en MeTHF dans 
les testicules de la descendance. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5, n=4-10. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 : t-test. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; SAH : S-adénosyl homocystéine ; SAM : S-
adénosyl méthionine ; Hcy : homocystéine ; Met : méthionine : MeTHF : méthyltétrahydrofolate 

 

3. NIVEAU D’EXPRESSION DES TRANSPORTEURS DES FOLATES DANS LES TESTICULES 

Les données de la littérature concernant les modalités d’expression des récepteurs aux folates 

dans les testicules sont très parcellaires. Les analyses par RT-qPCR réalisées dans les échantillons de 

testicules des pères ont permis de vérifier la présence des 3 récepteurs (PCFT, RFC et FRα) dans ces 

tissus, les niveaux d’expression n’étant pas affectés par la carence (Figure 44A). Chez les ratons, la 

présence de ces 3 récepteurs a pu être confirmée dans les échantillons tissulaires, les niveaux 

d’expression de Slc19a1 (RFC) et de Folr1 (FRα) étant en augmentation au cours de la croissance entre 

J65 et J180. De plus, concernant Folr1 (FRα), le niveau d’expression à J180 semble plus élevé chez 

les ratons issus des pères carencés (Figure 44B).  
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Figure 44 : Mesure du niveau d’expression des récepteurs au folate dans les testicules des pères et de 
la descendance. 

Niveau d’expression mesuré par RT-qPCR par rapport au groupe contrôle des récepteurs au folate dans les 
testicules (A) des pères, et (B) de la descendance à J65 et J180. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5, n=2-3. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 : t-test. 
 
Abréviations : Slc49a1 : gène codant pour PCFT ; Slc19a1 : gène codant pour RFC ; Folr1 : gène codant pour 
FRα 

 

4. MESURE DES CONCENTRATRIONS PLASMATIQUES EN LH, FSH ET TESTOSTERONE 

Les concentrations circulantes en LH, FSH et testostérone (T) ont été mesurées dans les 

plasmas des pères et de leurs descendants (Tableau X). En ce qui concerne la LH, nous observons 

une augmentation de la concentration plasmatique chez les pères carencés, et une diminution chez leur 

descendance à J180. A l’inverse, les concentrations de FSH sont nettement diminués chez les pères 

alors qu’ils augmentent de manière significative chez la descendance à J65 et J180. Les mesures des 

concentrations plasmatiques en T ne semblent pas affectées par la carence, que ce soit chez les pères 

ou la descendance.  

Le calcul des rapports de concentrations LH/T et FSH/T permettent d’estimer, respectivement, 

les fonctions de production de testostérone des cellules de Leydig et des cellules de Sertoli. Le rapport 

LH/T ne montre aucune différence significative chez les pères et les ratons, tout comme le rapport 

FSH/T chez la descendance. Cependant, le rapport FSH/T diminue fortement chez les pères carencés 

par rapport aux pères ayant reçu le régime contrôle. 
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TABLEAU X : MESURES PLASMATIQUES DES CONCENTRATIONS DE LH, FSH ET TESTOSTERONE 

Paramètres 
Pères J65 J180 

Ctrl MDD Ctrl MDD Ctrl MDD 

LH (mIU/mL) 4,6 ± 0,25 6,8 ± 0,22 a 4,4 ± 1,01 4,2 ± 0,40 4,6 ± 0,43 2,0 ± 0,87 c 

FSH (ng/mL) 57,4 ± 9,9 6,8 ± 2,4 a 25,4 ± 5,2 43,5 ± 3,95 b 27,2 ± 7,2 48,3 ± 7,4 c 

T libre 

(nmol/L) 
10,4 ± 1,5 18,1 ± 3,8 15,15 ± 2,05 14,7 ± 2,6 13,45 ± 2,5 20,4 ± 3,9 

Ratio LH/T 2,3 ± 0,75 1,08 ± 0,21 1,3 ± 0,36 0,82 ± 0,18 0,97 ± 0,19 0,81 ± 0,27 

Ratio FSH/T 20,0 ± 5,3 2,1 ± 1,05 a 6,3 ± 1,7 10,8 ± 2,7 8,9 ± 2,6 9,8 ± 2,9 

a : statistiquement différent des pères Ctrl ; b : statistiquement différent des J65 Ctrl ; c : statistiquement différent des J180 Ctrl ; 

les valeurs correspondent à la moyenne ± S.E.M. ; N=5, n=4-10 ; p<0.05 : t-test. Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : 

régime carencé ; T : testostérone ; LH : hormone lutéinisante ; FSH : hormone folliculostimulante. 

 

5. MESURE DE L’EXPRESSION DE STAR ET DES ENZYMES CLES DE LA STEROÏDOGENESE 

Les niveaux d’expression de StAR, Cyp19a1 (P450 Aromatase) et Hsd3b2 (3β-HSD2) ont été 

mesurés par RT-qPCR dans les extraits tissulaires des testicules des pères et leur descendance. Chez 

les pères carencés, s’il n’existe pas de variation d’expression pour les gènes Hsd3b2 et StAR, le niveau 

d’expression de Cyp19a1 est 2 fois plus élevé par rapport aux pères témoins (Figure 45A).  

Concernant la descendance, des différences significatives des niveaux d’expression à J180 de 

ces 3 paramètres ont été mesurées chez les ratons carencés par rapport au groupe contrôle. 

L’expression du gène Hsd3b2 est triplée, et augmente d’un facteur 2 dans les cas de pour les gènes 

StAR et Cyp19a1 (Figure 45B), mais dans un degré moindre pour ce dernier. 

  
 

Figure 45 : Mesure du niveau d’expression de StAR et des enzymes clés impliquées dans la 
stéroïdogenèse dans les testicules des pères et de la descendance. 

Niveau d’expression par rapport au groupe contrôle des enzymes de la stéroïdogenèse dans les testicules (A) 
des pères, et (B) de la descendance à J65 et J180. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5, n=2-3. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 : t-test. 
 
Abréviations : Hsd3b2 : gène codant pour la 3β-HSD2 ; StAR : gène codant pour la StAR ; Cyp19a1 : gène 
codant pour l’aromatase 
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6. ANALYSE DU CONTENU EN PETITS ARNS DU SPERME DES PERES ET DE LA 

DESCENDANCE A J65 

Bien que l’intégrité de l’ADN des spermatozoïdes soit essentielle, l’ensemble du contenu du 

noyau joue un rôle dans la qualité de la reproduction, le développement embryonnaire et la santé de la 

descendance. Le sperme contient majoritairement des petits ARNs comme les fragments d’ARNt, les 

miARNs et les piRNA, ainsi que des ARNm. L’étude de ces petits ARNs a été réalisée afin de 

comprendre quels sont, à plus long terme, les déterminants transmis pouvant influencer le 

développement de la descendance. La liste des petits ARNs dérégulés a été déterminée à la suite de 

l’application d’un cut-off : p-value<0.05. 

L’analyse des piRNA dans le sperme est non concluante du fait de l’absence de reads dans les 

échantillons. En ce qui concerne les fragments d’ARNt et les miARNs, les analyses statistiques 

différentielles ont pu être réalisées. 

Chez les pères, 5 fragments d’ARNt apparaissent dérégulés dans le sens d’une baisse : 2 pour 

celui du glutamate (Glu) et 3 pour celui de la lysine (Lys) (p<0.05) (Figure 46A), alors qu’aucune 

différence significative n’est observée dans le sperme de la descendance à J65 (Figure 46B). 

 
 

A 
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Figure 46 : Volcano plot des fragments d’ARNt dérégulés dans le sperme. 
Différences d’expression des fragments d’ARNt dans le sperme (A) des pères, et (B) de la descendance à J65. 
Les graphiques représentent les volcano plot (x = fold change ; y = significativité statistique) ; N=4-5, n=1-2. 

Points colorés (•) : différences statistiquement significatives d’après les tests statistiques appliqués (voir section 

Matériel et méthodes). 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard 

 

En ce qui concerne les miARNs contenus dans le sperme des pères, 49 miARNs sont dérégulés 

dont 20 à la hausse et 29 à la baisse par rapport aux pères témoins (p<0.05). Dans le sperme de la 

descendance, nous retrouvons 13 miARNs dérégulés dont 6 à la hausse et 7 à la baisse par rapport 

aux descendants des pères contrôles (p<0.05). Les miR-206-3p et miR-129-2-3p sont retrouvés 

dérégulés chez les pères et la descendance. Pour le premier, il est régulé à la hausse chez les pères 

et la descendance alors que le deuxième est diminué chez les pères et augmenté chez la descendance 

(Tableau XI). 
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TABLEAU XI : LISTE DES MIARNS DEREGULES DANS LE SPERME 

Pères MDD J65 MDD 

Up log2(FC) Down log2(FC) Up log2(FC) Down log2(FC) 

miR-129-2-3p 6,1 miR-206-3p -4,4 miR-206-3p 2,8 miR-101b-3p -0,6 

miR-205 1,3 miR-1b -2,7 miR-129-2-3p 6,1 miR-376b-3p -5,8 

miR-221-3p 1,2 miR-1843a-5p -2,0 miR-298-5p 2,6 miR-883-5p -4,4 

miR-200b-3p 0,9 miR-26b-5p -0,9 miR-202-5p 2,2 miR-92b-3p -3,6 

miR-221-5p 4,3 miR-142-3p -2,6 miR-1249 2,7 miR-485-5p -6,8 

miR-346 7,1 miR-3596d -0,8 miR-298-3p 5,5 miR-293-5p -3,1 

miR-871-3p 1,2 let-7f-5p -0,8   miR-3065-3p -2,7 

miR-222-3p 0,9 miR-126a-5p -1,7     

miR-200b-5p 1,3 let-7a-1-3p -1,2     

miR-200c-3p 0,8 let-7c-2-3p -1,2     

miR-3585-5p 1,6 miR-30e-5p -0,7     

miR-872-3p 2,8 miR-98-5p -1,2     

miR-494-3p 2,5 miR-144-3p -5,2     

miR-181a-5p 0,7 miR-345-3p -3,9     

miR-211-5p 3,3 miR-143-3p -1,2     

miR-3588 0,6 miR-320-3p -1,3     

miR-125b-5p 0,6 miR-148a-3p -0,6     

miR-708-5p 5,3 miR-223-3p -1,0     

miR-27b-5p 2,3 let-7b-5p -1,3     

miR-652-3p 1,2 miR-203a-5p -1,3     

  miR-195-5p -0,9     

  miR-152-3p -0,9     

  miR-155-5p -1,4     

  miR-140-5p -1,4     

  miR-21-5p -0,5     

  miR-203b-3p -1,1     

  miR-136-3p -2,4     

  miR-24-2-5p -0,8     

  let-7d-3p -0,9     

Cut-off : p<0.05 

Abréviations : FC : fold change ; miR : miARN ; UP : dérégulés à la hausse par rapport au groupe contrôle ; DOWN : dérégulés à 

la baisse par rapport au groupe contrôle ; miR en gras : dérégulés chez les pères et la descendance ; MDD : régime carencé. 

 

7. CONCLUSION 

Cette deuxième étape de notre projet nous a permis de mettre en évidence l’expression des 3 

transporteurs des folates dans les testicules, ce qui, à notre connaissance, est très peu décrit dans la 

littérature. Seuls les travaux de Holm et ses collaborateurs publiés au cours de ces dernières décennies 

avaient permis de mettre en évidence la présence de FRα dans les organes génitaux de l’homme (Holm 

et al., 1991, 1993, 1999). Les analyses des intermédiaires métaboliques de la voie des monocarbones 

dans les testicules de ratons à différents âges constituent également des résultats innovants n’ayant 

fait l’objet d’aucune publication antérieure. Les variations des concentrations plasmatiques des 
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gonadotrophines observées pour les pères carencés et leur descendance suggèrent que la carence 

paternelle en donneurs de méthyle pourrait induire une insuffisance gonadotrope. Enfin, les analyses 

du small RNA-seq montrent que le miR-129-2-3p semble régulé à la hausse aussi bien chez les pères 

carencés que leur descendance, alors que le miR-206-3p serait régulé à la baisse chez les pères et à 

la hausse dans le sperme de la descendance, ces 2 miR étant impliqués dans des mécanismes 

physiopathologiques du système cardiovasculaires et du milieu cérébral. 

Ces premiers résultats laissent supposer qu’une carence périconceptionnelle en donneurs de 

méthyle du père pourrait entraîner des effets à long terme sur la fertilité des ratons. D’après nos 

observations, les dérégulations de niveaux plasmatiques des hormones ainsi que des miARNs dans le 

sperme suggèrent que la carence du père en vitamines B9 et B12 pourrait également impacter le 

développement cérébral de la descendance. Nous avons donc poursuivi notre étude par la mesure des 

intermédiaires du métabolisme des monocarbones chez les ratons à J65, ainsi que l’expression de 

transporteurs des folates, associés à des tests comportementaux pour évaluer les capacités cognitives 

des ratons. Les résultats font l’objet de la troisième partie de ce chapitre. 
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1. QUANTIFICATION DES INTERMEDIAIRES METABOLIQUES 1C DANS LE TISSU CEREBRAL 

DES RATONS 

Les dosages des métabolites intervenant dans la voie des monocarbones ont été réalisés dans 

les échantillons de cortex cérébral des ratons à J21, J65 et J180.  

Les concentrations en SAM à J21 et J65 diminuent chez les femelles issues des pères carencés 

par rapport au groupe contrôle. Cette diminution apparaît plus tardivement, à J180, chez les mâles issus 

des pères carencés. Aucune différence significative n’est constatée pour les concentrations en SAH, et 

ce quel que soit l’âge de la descendance (Figure 47A). Le ratio SAM/SAH est globalement abaissé à 

J180 chez les ratons du groupe MDD, notamment chez les mâles pour lesquels la variation est 

significative (Figure 47B). 

En ce qui concerne les mesures tissulaires des autres métabolites, les concentrations en Met 

ne montrent aucune variation significative entre les différents groupes. En revanche, la concentration 

en Hcy chez les femelles du groupe MDD est plus faible par rapport aux femelles témoins à J65 (Figure 

47C). 

Quant au contenu en MeTHF, les valeurs obtenues pour les femelles sont inférieures à celles 

mesurées pour les mâles de ce même groupe MDD (Figure 47D). Des variations en fonction du sexe 

sont également retrouvées pour les concentrations en SAM, en Hcy et plus particulièrement à J65 chez 

les ratons carencés, les valeurs mesurées pour ces 2 métabolites étant moins élevées pour les femelles. 

Cette variation s’observe également pour le ratio SAM/SAH à J21. 
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Figure 47 : Quantification des intermédiaires 
1C dans le cortex cérébral des ratons à 

différents âges. 
Concentrations (A) en SAM et SAH, (B) ratio 
SAM/SAH, (C) concentrations en Hcy et Met, et 
(D) en MeTHF. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; 
N=4-5, n=4-10. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** 
p<0,001 entre les groupes et # p<0,05 ; ## 
p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : ANOVA 2 
facteurs (dosage, sexe). 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : 
régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; SAH : S-
adénosyl homocystéine ; SAM : S-adénosyl 
méthionine ; Hcy : homocystéine ; Met : 
méthionine ; MeTHF : méthyltétrahydrofolate 
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2. ÉTUDE DU TRANSPORT DES FOLATES DANS LE CERVEAU DES RATONS 

Nous avons analysé l’expression des gènes codant pour les transporteurs des folates exprimés 

dans la BHE : Slc46a1 (PCFT) et Slc19a1 (RFC), ainsi que les transporteurs ABC : Abcb1 (codant pour 

la P-gp) et Abcc1 (codant pour MRP1) qui jouent également un rôle important dans le transfert des 

folates vers le tissu cérébral. Les mesures effectuées par RT-qPCR montrent une diminution 

significative du niveau d’expression des 2 transporteurs des folates (Figure 48A) ainsi que Abcc1 

(Figure 48B) chez les femelles issues des pères carencés. Aucune différence statistique n’est observée 

en ce qui concerne l’expression du transporteur Abcb1 (Figure 48B). Concernant l’analyse par Western 

Blot, les niveaux protéiques de PCFT sont diminués dans les échantillons des cortex cérébraux de la 

descendance issue des pères carencés par rapport aux ratons contrôles (Figure 48C). 

  

 
 
 

Figure 48 : Détermination du niveau d’expression des transporteurs dans le cortex des ratons à J65. 
Niveau d’expression dans le cortex (A) des récepteurs au folate, (B) des transporteurs ABC. (C) Niveau 
d’expression de PCFT dans les cortex par analyse Western Blot. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5, n=2-3. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 entre les 
groupes et # p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : ANOVA 2 facteurs (groupe, sexe). 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; Slc49a1 : gène codant 
pour PCFT ; Slc19a1 : gène codant pour RFC ; Abcb1 : gène codant pour MDR1/P-gp ; Abcc1 : gène codant 
pour MRP1 
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Afin de vérifier l’hypothèse éventuelle d’une altération de la BHE des ratons, résultant du régime 

MDD des pères, nous avons évalué l’expression des claudines et de la protéine ZO-1 dans le cortex 

cérébral des descendants à J65. Le niveau d’expression de Cldn5 diminue de manière significative chez 

les femelles du groupe MDD par rapport au groupe témoin, alors qu’une tendance à la diminution est 

observée pour les mâles du même groupe. Concernant les autres gènes étudiés, nous n’observons 

aucune différence significative de l’expression de Cldn1, Cldn2, Cldn3, Cldn4, Cldn11 et de Tjp1 (gène 

codant pour la protéine ZO-1) (Figure 49). 

 
 

Figure 49 : Mesure de l’expression des gènes codant pour des protéines impliquées dans la 
perméabilité de la BHE. 

Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5, n=2-3. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 entre les 
groupes et # p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : ANOVA 2 facteurs (groupe, sexe). 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; Cldn : gène codant pour 
Claudine ; Tjp1 : gène codant pour ZO-1 

 

Ces différentes observations suggèrent que la carence d'origine paternelle pourrait impacter 

l'homéostasie en folates dans le cerveau, consécutive à une altération des modalités de transport des 

folates et pouvant engendrer une inflammation au niveau cérébral, notamment chez les ratons femelles. 

Nous avons donc mesuré les niveaux d'expression de S100b, qui est un marqueur spécifique des 

phénomènes inflammatoires dans le cerveau. Les résultats montrent une augmentation de l’expression 

de S100b dans les cortex des femelles du groupe MDD et une tendance à la diminution chez les mâles. 

Des différences mâle/femelle apparaissent également, les niveaux d’expression étant plus élevés dans 

le cortex cérébral des mâles contrôles par rapport aux femelles du même groupe (Figure 50). 
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Figure 50 : Mesure de l’expression de S100b dans le cortex de la descendance à J65. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5, n=2-3. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 entre les 
groupes et # p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : ANOVA 2 facteurs (groupe, sexe). 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; S100b : gène codant pour 
S100β 

 

Les travaux de Yu et ses collaborateurs ont pu mettre en évidence que le miR-126a-5p est 

impliqué dans le maintien de l’intégrité de la BHE. En effet, lors de processus inflammatoires liés à la 

démyélinisation, l’expression de ce miR par les cellules de la microglie permet de préserver l’intégrité 

de la barrière (Yu et al., 2022). De plus, il est également impliqué dans la régulation de la synthèse et 

la sécrétion de prolactine par l’hypophyse (Zhao et al., 2022). Dans le cadre de notre étude, nous avons 

mesuré une augmentation significative de l’expression du miR-126a-5p dans le cortex cérébral des 

mâles issus des pères carencés par rapport aux mâles du groupe contrôle (Figure 51). 

 
 

Figure 51 : Mesure du niveau d’expression du miR-126a-5p dans le cortex des ratons à J65. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5, n=2-3. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 entre les 
groupes et # p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : ANOVA 2 facteurs (groupe, sexe). 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; miR : miARN 

 

3. ANALYSE DU COMPORTEMENT DES RATONS DE LA NAISSANCE A L’AGE ADULTE 

Les folates jouent un rôle critique dans le développement cérébral (Craciunescu et al., 2004; 

Blaise et al., 2007; Alam et al., 2020). Des travaux antérieurs du laboratoire ont pu démontrer qu’une 
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carence gestationnelle en donneurs de méthyle altère la fonction olfactive (El Hajj Chehadeh et al., 

2014b) ainsi que le développement cérébral (El Hajj Chehadeh et al., 2014a; Willekens et al., 2019). En 

effet, une déficience en folate peut entraîner des complications neurodéveloppementales comme les 

troubles du spectre autistique (Schlotz et al., 2010; Schmidt et al., 2012; Surén et al., 2013; Levine et 

al., 2018), des déficits de l’attention et une hyperactivité (DeVilbiss et al., 2015) mais également des 

troubles tels que l’anxiété, la dépression, mais aussi l’autisme et la schizophrénie. L’ensemble des tests 

comportementaux permettront la caractérisation fonctionnelle du modèle de carence d’origine 

paternelle. 

3.1. Étude des capacités motrices des ratons 

Nous avons étudié les fonctions motrices, dont la locomotion et la coordination des 

mouvements, chez les ratons, dès l’âge de 5 jours à l’aide du test de la géotaxie négative. Nous avons 

complété les analyses par la marche sur échelle linéaire et l’openfield.  

Tout d’abord, la géotaxie négative est un test psychomoteur mettant en jeu la fonction motrice 

de commande des muscles des membres nécessaires au retournement, ainsi que la coordination des 

mouvements des membres. Il se base sur le malaise des ratons positionnés la tête en bas sur un plan 

incliné, ce qui engendre un réflexe de retournement afin de retrouver une position naturelle et préférée 

qu’est la « tête en haut » (Schroeder et al., 1995). Le réflexe mesuré ici s’acquiert entre la première et 

la deuxième semaine après la naissance. Les résultats de ce test montrent que les ratons issus des 

pères carencés réussissent moins le test à J5 par rapport aux ratons du groupe Ctrl (Figure 52A), et 

pour les quelques ratons réussissant à se retourner, le temps nécessaire pour cela est plus que doublé 

à J5 (Figure 52B). A partir de J7, il n’existe plus de différence entre les groupes en termes de réussite 

du test, cependant les ratons issus des pères carencés mettent toujours deux fois plus de temps à 

réaliser le test à J7.  

Lors du passage des ratons dans le dispositif de l’openfield, les femelles issues des pères 

carencés passent plus de temps dans la zone centrale et moins dans la zone intermédiaire, par rapport 

aux femelles du groupe Ctrl (Figure 52C). Cela concorde avec l’augmentation de la distance parcourue 

dans les zones susmentionnées (Figure 52D). En ce qui concerne les mâles, aucune différence 

significative n’est observée. 

Enfin, le test de marche sur échelle linéaire a été réalisé à 2 âges différents : J25 et J60, chez 

les mêmes individus. Les femelles du groupe MDD ne présentent aucune différence significative par 

rapport aux femelles Ctrl, ni en fonction de l’âge. Pour les mâles, nous constatons une augmentation 

du temps nécessaire pour réaliser le test, aussi bien à J25 qu’à J60. Tout comme pour les femelles, il 

n’existe pas de différence significative du temps en fonction de l’âge (Figure 52E). 
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Figure 52 : Évaluation des capacités motrices des ratons entre J5 et J60. 
(A) Pourcentage de réussite et (B) temps nécessaire au retournement des ratons ; (C) Temps passé et (D) 
distance parcourue dans les différentes zones de l’openfield ; (E) Temps nécessaire au passage de l’échelle. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=5, n=2-4. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 entre les 
groupes et # p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : t-test pour la géotaxie négative (A, B), ANOVA 
2 facteurs (groupe, sexe) pour l’openfield (C, D), et ANOVA 3 facteurs (groupe, sexe, âge) pour l’échelle (E). 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle 

 

3.2. Analyse d’autres paramètres comportementaux : l’olfaction, l’anxiété, la mémoire spatiale 

La seconde étape de l’analyse comportementale de la descendance a été consacrée à l’étude 

des performances olfactives, de la mémoire spatiale et des troubles anxieux. 



 
 

- 121 - 

Pour ce qui concerne l’olfaction, 2 tests ont été réalisé à 2 âges différents. Dans le test du 

Homing, nous observons, à J11, une diminution du temps passé dans la zone où se trouve la litière 

maternelle (ZM) et une augmentation du temps dans la zone avec une litière propre (ZP) pour les ratons 

issus de pères carencés (Figure 53A). A J14, il n’existe plus aucune différence significative entre les 

groupes (données non présentées). Nous avons ensuite procédé au test de discrimination olfactive à 

J21. Les résultats mettent en évidence une diminution du temps dans la zone où se trouve l’eau et une 

augmentation dans la zone où se trouve le toluène pour les ratons mâles issus des pères carencés. 

Aucune différence n’est observée pour les femelles (Figure 53B). 

  
 

Figure 53 : Distribution du temps passer dans les différentes zones lors des tests liés à l’olfaction chez 
la descendance à J11 et J21. 

Ratio du temps dans la zone par rapport au temps total (A) du test du « Homing » à J11, (B) du test de 
discrimination olfactive à J21. 
Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; N=4-5, n=2-3. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 entre les 
groupes et # p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : t-test pour le test du Homing (A), ANOVA 2 
facteurs (groupe, sexe) pour la discrimination olfactive (B). 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; ZP : zone avec odeur 
neutre/propre ; ZC : zone centrale ; ZM : zone avec odeur maternelle 

 

Pour évaluer l’anxiété des ratons, le test du labyrinthe en croix surélevé réalisé à J22 ne montre 

aucune différence significative pour l’ensemble des paramètres mesurés : temps passé et nombre 

d’entrées dans les différentes branches (ouvertes, fermées), le nombre de redressement, de head-

deeping, de fèces et urine (données non présentées).  

Concernant la mémoire spatiale, le test utilisé est une adaptation des labyrinthes de Morris et 

de Cincinnati. Il permet l’étude des capacités d’apprentissage et de mémorisation hippocampo-

dépendantes puisqu’il se base sur les aptitudes des animaux à mémoriser un parcours. avec des 

repères environnementaux non contrôlés par l’expérimentateur. Comme pour le labyrinthe en croix 

surélevée, nous n’observons aucune différence en ce qui concerne le labyrinthe aquatique. Le temps, 

le pourcentage de réussite ainsi que le nombre d’erreur sont similaires entre les groupes (Figure 54). 
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Figure 54 : Temps nécessaire aux ratons pour trouver la sortie du labyrinthe aquatique. 
Temps, en seconde, nécessaire aux ratons pour trouver la sortie du labyrinthe aquatique en fonction des 
séances (S) sur 5 jours consécutifs (1-5) de l’âge de J39 à J43. 
Le graphique représente la moyenne ± SEM ; N=5, n=3-4. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 entre les groupes 
et # p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001 entre les sexes : t-test. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; S : séance/passage des animaux 

 

4. CONCLUSION 

Cette troisième partie nous a permis de mettre en évidence l’impact de la carence paternelle en 

donneurs de méthyle sur le métabolisme cérébral des folates, l’intégrité de la BHE et le comportement 

de la descendance. Les données obtenues confirment l’hypothèse selon laquelle la carence des pères 

en période périconceptionnelle pourrait impacter le développement cérébral de la descendance avec 

un effet dépendant du sexe, déjà mentionné dans les résultats décrits précédemment. Ils suggèrent une 

plus grande vulnérabilité des ratons femelles, notamment en ce qui concerne l’impact sur le niveau 

d’expression des transporteurs aux folates. 
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Dans la première partie de notre étude, nous avons mesuré une augmentation du poids corporel 

des ratons mâles issus des pères carencés par rapport aux mâles témoins, associé à une augmentation 

du poids du foie à J65 passant de 8,6 g à 10,2 g en cas de carence. 

Diverses études se sont intéressées au régime du père en période périconceptionnelle. D’après 

la littérature, les habitudes alimentaires du père peuvent influencer le poids corporel de la descendance 

associé à un syndrome métabolique. En effet, des études sur le régime riche en lipides chez le père ont 

montré une diminution du poids de la descendance dans les premiers jours de vie, tandis qu’il est 

augmenté à l’âge adulte (Binder et al., 2012a; de Castro Barbosa et al., 2016; Grandjean et al., 2016). 

De même, l’étude de la restriction calorique chez le père en période périconceptionnelle a permis de 

mettre en évidence une diminution du poids des ratons après la naissance (McPherson et al., 2016). 

Dans notre étude, le poids élevé du foie des ratons issus des pères carencés pourrait être associé à 

une hypertrophie. Les origines d’une hépatomégalie peuvent être diverses, et parmi elles, on retrouve 

notamment les désordres métaboliques à l’origine de la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD). Il 

a déjà été montré que suite à une carence en donneurs de méthyle d’origine maternelle, les ratons âgés 

de 21 jours sont plus susceptibles au développement de la NAFLD, ceci relié à des dérégulations du 

métabolisme lipidique (McNeil et al., 2009; Chen et al., 2015). Dans notre modèle d’étude, la variation 

de poids du tissu hépatique n’étant pas retrouvée chez les femelles, on peut supposer un effet sexe-

dépendant de la carence des pères. Dans le modèle de carence d’origine maternelle développé dans 

les études antérieures du laboratoire, les ratons issus des mères carencées présentaient au contraire 

un petit poids et une taille inférieure aux animaux contrôles (Blaise et al., 2005). Ces observations 

permettent de confirmer qu’une carence d’origine paternelle n’entraîne pas les mêmes conséquences 

sur la santé de la descendance. 

Afin de vérifier si la carence d’origine paternelle engendre des perturbations du métabolisme 

des monocarbones chez la descendance, nous avons mesuré les niveaux des intermédiaires 

métaboliques dans le foie des pères et des ratons. Les mesures des intermédiaires métaboliques ont 

permis, d’une part, de confirmer la carence en donneurs de méthyle chez les pères nourris avec le 

régime carencé, et, d’autre part, de montrer l’impact transgénérationnel de la carence. En effet, une 

augmentation de la concentration en Hcy dans le foie a été observée à J65 et J180 chez les ratons 

mâles issu des pères carencés, et dans le plasma pour la descendance femelle. 

Il n’existe aucune donnée dans la littérature relative aux mesures des intermédiaires 

métaboliques hépatiques dans le cadre d’une carence paternelle en donneurs de méthyle. En revanche, 

les études antérieures portant sur la carence en donneurs de méthyle d’origine maternelle ont montré 

une accumulation tissulaire et plasmatique de l‘Hcy, reliée à une baisse d’expression de la MS et de la 

CBS chez la descendance dès le sevrage (Blaise et al., 2005). Dans notre étude, l’accumulation d’Hcy 

est observée plus tardivement à J65 chez les ratons carencés. Ces résultats laissent donc supposer 

que la carence d’origine paternelle entraîne des perturbations plus tardives du métabolisme des 

monocarbones au cours du développement et semble dépendante du sexe. 
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Dans notre étude, nous avons également relevé une diminution du poids des testicules à J21 

chez les ratons issus des pères carencés, ce qui pourrait signifier qu’il existe des altérations de leur 

métabolisme (Pi et al., 2008; Leisegang et al., 2019; Rospond et al., 2022; Zhang et al., 2022). 

Les résultats obtenus dans la deuxième partie de notre étude, ont permis de montrer une nette 

diminution de la mobilité des spermatozoïdes, associée à des variations des concentrations circulantes 

de LH et de FSH, ainsi qu’une augmentation de l’expression de Star et des enzymes clés de la 

stéroïdogenèse (Hsd3b2 et Cyp19a1) dans les testicules des descendants des pères carencés. Les 

analyses du contenu en petits ARNs dans le sperme montrent une diminution de fragments d’ARNt 

codant pour le Glutamate et la Lysine, mais aussi des dérégulations du contenu en miARNs chez les 

pères et la descendance. 

Depuis quelques années, des études ont montré une diminution de la qualité du sperme liée 

aux facteurs environnementaux et aux habitudes de vie (Tirpák et al., 2021). Les difficultés liées à la 

procréation sont nombreuses et diffèrent entre l’homme et la femme, même si la plus fréquente est 

l’infertilité (Zegers-Hochschild et al., 2017). Cette dernière peut être la conséquence d’une exposition à 

différents facteurs environnementaux, dont l’alimentation, qui seraient à l’origine de processus 

épigénétiques liés au sperme. 

L’absence de différence, en termes de nombre de spermatozoïdes et de leur morphologie en 

fonction du régime du père, laisse présupposer qu’il n’existe pas de dysfonctionnement d’origine 

testiculaire, et/ou de contraction des muscles, et/ou de l’érection. Nous avons cependant observé un 

passage des cellules germinales dans la lumière des tubules séminifères chez les ratons issus des 

pères carencés. En revanche, notre étude a permis de mettre en évidence des altérations de la mobilité 

des spermatozoïdes chez la descendance à différents stades de développement postnatal. Selon 

d’autres études retrouvées dans la littérature, la carence paternelle en donneurs de méthyle influence 

l’épigénome du sperme (Lambrot et al., 2013) et entraîne des dérégulations de la spermatogenèse 

(Swayne et al., 2012; Yuan et al., 2017). En revanche, d’autres auteurs ont rapporté que la carence 

paternelle n’impacte ni le nombre de spermatozoïdes, ni la spermatogenèse, ce qui est en adéquation 

avec nos résultats (Lambrot et al., 2013). En plus de l’impact sur le testicule, nous avons également 

noté une diminution tardive de la taille des vésicules séminales et de l’épididyme à J180 (résultats 

présentés en Annexe 7), ce qui est en adéquation avec les travaux de Lambrot et ses collaborateurs, 

qui montrent que la carence paternelle impacte le développement de l’appareil reproducteur via des 

processus de méthylation des gènes du sperme (Lambrot et al., 2013). L’ensemble de ces résultats 

laisse supposer que ce déficit périconceptionnel en donneurs de méthyle pourrait être à l’origine de 

troubles de la fertilité résultant de la diminution de la mobilité des spermatozoïdes et la dérégulation de 

la spermatogenèse que nous avons observées chez ces animaux. 

Afin de comprendre les mécanismes impliqués dans ces variations, plusieurs hypothèses 

peuvent être proposées : 

1. Ces altérations pourraient être dues à un défaut d’homéostasie en folates dans les testicules 

des ratons. En effet, il est largement admis que les folates et la vitamine B12 jouent un rôle important 
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dans les paramètres liés à la qualité du sperme tels que la mobilité, le nombre et la morphologie des 

spermatozoïdes. La carence en donneurs de méthyle, associée à l’hyperhomocystéinémie qu'elle 

engendre, pourrait avoir des effets délétères sur la production et la qualité du sperme. D'autres auteurs 

ont montré qu'une carence en folates entraîne des effets pro-oxydants (Banihani, 2017) qui ont pour 

conséquence une altération de la concentration spermatique, une perturbation de l’ADN et une 

diminution de la mobilité des spermatozoïdes (Tyagi et al., 2005; Lambrot et al., 2013; Liu et al., 2015; 

Froese et al., 2019). De plus, le contenu en folates au niveau tissulaire dépend des capacités de 

transport de ces micronutriments. Peu d'études en dehors de la nôtre se sont consacrées à l'étude des 

transporteurs aux folates dans les testicules, en dehors celles de Holm et ses collaborateurs réalisées 

chez l'Homme, mettant en évidence leur expression dans le testicule (Holm et al., 1999), la prostate 

(Holm et al., 1993) et dans le sperme (Holm et al., 1991).  D'autres études ont montré que l’expression 

de FRα est élevée dans de nombreux cancers tels que le carcinome testiculaire (Ross et al., 1994; 

Elnakat et Ratnam, 2006; Assaraf et al., 2014). 

Pour répondre à notre première hypothèse relative au contenu intratissulaire en folates et leurs 

métabolites, nous avons mesuré des variations de la concentration de MeTHF mais qui restent 

d'interprétation difficile, au vu des variations analytiques importantes rencontrées au cours du dosage. 

Chez les ratons âgés de 65 jours, issus des pères carencés, la légère augmentation du MeTHF dans 

les testicules et la diminution de l’expression de Slc19a1, laissent supposer qu’il existe une 

augmentation de l’activité d’un ou plusieurs autres transporteurs pour permettre l'entrée du MeTHF dans 

les cellules. Le MeTHF peut être internalisé par les 3 types de transporteurs des folates et 

majoritairement par RFC (codé par le gène Slc19a1). Or, l'activité de ce dernier est fortement 

dépendante des conditions de pH environnantes, avec une affinité pour les folates réduits à pH 

physiologique qui décroit conjointement avec le pH. La diminution d'expression observée pourrait donc 

être liée à une diminution du pH au niveau local dans le tissu, engendrant une diminution d’apport du 

MeTHF qui pourrait être compensée soit par une augmentation de l'expression de FRα (codé par Folr1) 

et de PCFT (codé par le gène Slc46a1) que nous avons observée à J180. De plus, PCFT est un co-

transporteur de protons avec une activité optimale à pH 5,5. 

2. Les anomalies spermatiques observées pourraient être liées à des dérégulations de la 

synthèse des hormones stéroïdes. En effet, la formation et la maturation des spermatozoïdes se fait 

sous le contrôle des hormones stéroïdes dont le précurseur est le cholestérol (Miller et Auchus, 2011). 

La testostérone ainsi que les gonadotrophines (FSH et LH) et l’estradiol sont les principales molécules 

régulatrices de la spermatogenèse (Hakkarainen et al., 2018). Il a été montré que la carence en folate 

réduit le niveau des hormones sexuelles dans un modèle porcin (Wallock-Montelius et al., 2007). De 

plus, au niveau cérébral, des études antérieures du laboratoire portant sur le modèle de carence 

gestationnelle ont pu montrer une altération de la voie de synthèse des hormones stéroïdes dans le 

cerveau, notamment via une réduction de l’expression de la StAR et de l’aromatase (El Hajj Chehadeh 

et al., 2014b). 

Concernant cette seconde hypothèse liée à la synthèse des hormones stéroïdes, les dosages 

de FSH et LH s’inscrivent, avec ceux de la testostérone, dans les tests habituellement réalisés pour 
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apprécier les fonctions de synthèse au niveau testiculaire. Dans notre étude, si le niveau de testostérone 

plasmatique mesuré ne varie pas en fonction du régime du père, des différences sont observées pour 

les concentrations en LH et FSH. Indépendamment l’une de l’autre, le LH et la FSH sont capables de 

stimuler l'activité de l’enzyme responsable de la conversion de la testostérone en œstradiol : 

l’aromatase (Durham et al., 1985; Carreau et al., 1988; Weniger et Zeis, 1988). L’augmentation de la 

concentration en FSH que nous avons mesurée pourrait donc être associée à l’augmentation de 

l’expression de Cyp19a1 observée dans les testicules. 

En revanche, la diminution des concentrations en LH reste difficile à interpréter, d'autant plus 

qu'elle peut avoir des origines multiples liées à des désordres métaboliques qui ont été décrits 

précédemment dans des situations de carences en folates. Parmi ces causes probables, nous 

retrouvons l’obésité et le diabète (Cates et al., 1999; Grossmann, 2018; McCosh et al., 2019; Dwyer et 

Quinton, 2020; Genchi et al., 2022), l’inflammation (Kalra et al., 1998; Prodam et al., 2021), 

l’hypothyroïdisme (Maran, 2003; Meikle, 2004; Crawford et Kennedy, 2016; Ambigapathy et al., 2020) 

ou encore une diminution de l’expression ou de l’activité de l’aromatase (Winters, 2020) et 

l'hyperhomocystéinémie (Šerý et al., 2012). Une baisse de LH circulante peut également être la 

conséquence d’une résistance à la leptine ou une diminution de cette dernière (Farooqi et al., 1999) ou 

être d'origine centrale, liée à des lésions cérébrales (Prodam et al., 2021). Dans notre étude, bien que 

nous n'ayons pas mesuré d'hyperhomocystéinémie, le contenu en Hcy était plus important à J65 et 

J180 dans le foie des ratons mâles carencés, qui étaient également de poids élevé par rapport aux 

contrôles. Dans les testicules de ces ratons, l’expression de Cyp19a1 était augmentée à J180. 

Tous ces éléments suggèrent que la baisse de LH dans notre modèle d'étude pourrait être liée 

à un surpoids ou une obésité de nos animaux à l’âge adulte et des dérégulations de la synthèse des 

hormones liées à la prise alimentaire. En effet, les ratons issus des pères carencés ont potentiellement 

plus de masse grasse favorisant la survenue du diabète, de l’hypertension ou encore du syndrome 

métabolique. Les études précédentes réalisées dans l'équipe ont montré que l’exposition maternelle à 

un déficit en donneurs de méthyle entraînait une modification de l’expression hypothalamique de 

neuropeptides impliqués dans la balance énergétique et la prise alimentaire (Saber Cherif et al., 2019) 

et plus particulièrement une baisse de l'expression du facteur de transcription SF-1 que nous avions 

nouvellement localisé dans le cervelet des ratons carencés (El Hajj Chehadeh et al., 2014a). Ce facteur 

de transcription est connu pour son rôle dans la régulation des gènes de la stéroïdogenèse, notamment 

celui codant pour la StAR et l'aromatase et est habituellement localisé dans la l'hypothalamus où il joue 

un rôle dans la régulation de l’anxiété, des comportements sexuels et du poids corporel via la modulation 

de l’activité physique (Büdefeld et al., 2012). De plus, chez les souris invalidées pour le gène Sf1, ont 

été observées une baisse de la fertilité (Kim et al., 2010) et une augmentation de l’anxiété lorsque ces 

dernières sont soumises à un stress (Zhao et al., 2008b). Il semblerait donc que la carence paternelle 

pourrait également engendrer des troubles de la prise alimentaire, mais ceci reste à confirmer par des 

approches complémentaires. 

3. Enfin, la diminution de la mobilité des spermatozoïdes pourrait être la conséquence d’une 

altération du contenu du sperme, et notamment en petits ARNs. Les miARNs jouent un rôle crucial dans 
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la régulation de la spermatogenèse du fait de leur présence de manière majoritaire dans les 

spermatogonies par rapport aux autres types cellulaires des testicules (Walker, 2022). Par exemple, le 

maintien de la pluripotence de ces cellules est permis par le cluster de gène soumis à empreinte Igf2-

H19, qui est la cible des miARNs de la famille Let-7. Le cluster des miR-221, miR-222, et le miR-202, 

sont essentiels au maintien des spermatogonies dans un statut indifférencié (Smorag et al., 2012; Yang 

et al., 2013; Chen et al., 2016b). Au contraire, l’expression du miR-26b permet de passer du statut 

indifférencié à spermatogonie (Tu et al., 2018). Outre les miARNs, les autres catégories de sncRNA 

sont également impliquées dans la fertilité (Sellem et al., 2021). 

Quant à notre troisième hypothèse, les analyses du contenu en petits ARNs dans le sperme 

montrent une altération du contenu en fragments d’ARNt et des miARNs. Tout d’abord 5 tRFs sont 

augmentés chez les pères carencés par rapport aux pères contrôles. Parmi eux, tRF-Gly-GCC retrouvé 

dans notre étude, est également augmenté dans le sperme lorsque le père à un régime pauvre en 

protéines et engendre des dérégulations de ces cibles dans les embryons (Sharma et al., 2016). De 

même, le régime riche en lipide du père est également responsable d’altération du contenu en fragments 

d’ARNt dans le sperme (Chen et al., 2016a). 

Nos données montrent que le miR-129-2-3p est régulé à la hausse aussi bien chez les pères 

carencés que leurs descendances. D’après les travaux de Huang et ses collaborateurs, miR-129-2-3p 

joue un rôle dans la pathogenèse de l’AVC ischémique en diminuant l’expression de SYK et la fonction 

des plaquettes sanguines (Huang et al., 2019). Il a également pour cible le gène GABRA1 dans les 

neurones hippocampaux et son expression diminuée a été associée à la suppression des crises 

d’épilepsie chez le rat (Wang et al., 2021). 

Concernant miR-206-3p, il intervient dans la synthèse du BDNF (Brain-Derived Neurotrophic 

Factor), ce qui pourrait participer au développement de la dépression et de l’anxiété (Guan et al., 2021; 

Li et al., 2023). En effet, des études ont mis en évidence que des changements de sa synthèse ou de 

la méthylation dans son promoteur IV, seraient impliqués dans la dépression (Keller et al., 2010; Lu et 

al., 2014; Tadić et al., 2014). Les travaux de Li et ses collaborateurs ont pu mettre en évidence que le 

microbiote intestinal serait capable d’induire une augmentation de l’expression de ce miARN dans le 

cerveau, conduisant au développement de troubles anxieux par induction d’une dégénérescence 

mitochondriale et synaptique dans l’hippocampe via l’inhibition de la voie Cited2/STK39 (Li et al., 2023). 

Le miR-206-3p pourrait également intervenir dans la genèse de la plaque d'athérome, son expression 

étant augmentée dans un modèle de rats diabétiques présentant de l’athérosclérose (Li et al., 2018). 

D’après la littérature, le mécanisme de transmission paternelle via le sperme se fait 

probablement par le transfert de marques épigénétiques. Parmi ces marques, on retrouve notamment 

les modifications post-traductionnelles des histones, la méthylation de l’ADN ou encore des 

modifications du contenu en petits ARNs (Anway et al., 2005; Sharma, 2019). L’ensemble de ces 

processus peuvent interférer entre eux et peuvent être transférés aux générations futures sans 

intervention de mécanismes génétiques, et entraîner des conséquences à court- et long-terme (Rando, 

2012; Nilsson et al., 2018; Klastrup et al., 2019). Dans notre étude, nous avons observé un poids du 

cœur potentiellement plus faible chez la descendance issue des pères carencés, ce qui pourrait 
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notamment être relié au fait que plusieurs miARNs dérégulés dans le sperme des pères sembleraient 

jouer un rôle dans le fonctionnement cardiaque, comme cela a déjà pu être reporté dans la littérature 

(Wagner et al., 2008). De plus, les tests comportementaux réalisé suggèrent des altérations de la 

fonction cérébrale, ce qui pourrait également être expliqué par la dérégulation de certains miARNs 

trouvés dérégulés dans le sperme. Dans le contexte de notre étude dans laquelle nous avons montré 

une augmentation du miR-129-2-3p et une diminution du miR-126a-5p, il semblerait que la carence 

paternelle entraîne une susceptibilité plus grande à des pathologies cardiaques et cérébrales, selon un 

mode de transmission via le sperme. 

D’autres études portant sur l’impact de la nutrition, du père, comme la carence en protéines ou 

bien un excès d’apport en glucides, ont montré une plus grande vulnérabilité de la descendance vis-à-

vis de dysfonctionnements pathologiques cardiovasculaires et métaboliques (Kaati et al., 2002; Watkins 

et Sinclair, 2014). Concernant les données de la littérature relative à l’impact de la carence paternelle 

en donneurs de méthyle, seuls les travaux de Lambrot et ses collaborateurs réalisés sur le sperme de 

la progéniture ont mis en évidence des différences de méthylation de gènes impliqués dans la régulation 

du développement musculaire et du SNC, ainsi que ceux intervenant dans le développement de 

pathologies neurologiques et psychiatriques (Lambrot et al., 2013). Il est important de souligner que le 

miR-129-2-3p appartient au groupe de miARN dont l’expression peut être induite par un stress 

métabolique (Kálmán et al., 2014), ce qui pourrait constituer un des facteurs à l’origine de son, élévation 

dans notre étude, au vu des désordres métaboliques observés. 

Enfin, le niveau d’expression du miR-202-5p est également augmenté dans le sperme des 

ratons nés des pères carencés. Or, il joue un rôle dans le maintien du statut indifférencié des 

spermatogonies. En effet, appartenant à la famille let-7, il bloque précocement la différenciation des 

spermatogonies ainsi que l’initiation de la méiose au cours de la spermatogenèse (Chen et al., 2021b). 

Son expression élevée pourrait donc être liée aux altérations de la spermatogenèse de nos ratons. 

 La troisième et dernière partie de notre étude était consacrée aux conséquences de la carence 

en donneurs de méthyle d'origine paternelle sur le comportement de la descendance et l'homéostasie 

en folates dans le cerveau en développement. Les mesures réalisées sur les échantillons de cortex 

cérébral montrent des variations différentes entre les ratons mâles et femelles. Le ratio SAM/SAH était 

diminué dans le cortex cérébral des mâles à J180 issus des pères carencés ainsi que les concentrations 

d'Hcy pour les femelles du même groupe à J65. Chez les femelles issues des pères carencés, malgré 

l’absence de différence significative des concentrations en MeTHF, l’expression des transporteurs aux 

folates (Slc46a1 et Slc19a1), ainsi que de Abcc1 à J65 était plus basse par rapport aux contrôles. Ces 

modifications étaient associées à une augmentation de l’expression de S100b, alors que l’expression 

de la Cldn5 est diminuée.  

Concernant les études comportementales, les altérations de l’olfaction et de la coordination 

motrice ne sont retrouvées que chez la descendance mâle issue des pères carencés. 

Pour la descendance féminine, les résultats montrent un impact plus présent de la carence des 

pères. En effet, il est probable qu’elles montrent des altérations de la perméabilité de la BHE du fait de 
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la diminution de l’expression de la Cldn5 mais également des transporteurs aux folates qui y sont 

exprimés. Ces problèmes de perméabilité peuvent être à l’origine, ou la conséquence, d’une possible 

inflammation comme le suggère les augmentations d’expression de S100b. La protéine S100B est 

spécifiquement synthétisée dans le cerveau et sa concentration augmente en réponse à des dommages 

tissulaires associés à des phénomènes inflammatoires (Lasek-Bal et al., 2019). De plus, cette 

augmentation de S100B a été associée à perméabilité augmentée de la BHE (Koh et Lee, 2014). 

D’après les analyses du contenu en petits ARNs du sperme des pères, miR-126a-5p est retrouvé 

dérégulés à la baisse. Les travaux de Yu et ses collaborateurs ont pu mettre en évidence qu’il est 

impliqué dans l’intégrité de la BHE. En effet, lors des processus inflammatoires liés à la démyélinisation, 

ce miR exprimé par les cellules de la microglie permet de préserver l’intégrité de la barrière (Yu et al., 

2022). De plus, il est également impliqué dans la régulation de la synthèse et la sécrétion de prolactine 

par l’hypophyse (Zhao et al., 2022), et son augmentation permet la diminution du stress oxydant induit 

par un AVC, provoquant alors une réponse réparatrice (Tan et al., 2021). 

Les résultats concernant la descendance masculine pourraient refléter une moins grande 

vulnérabilité des ratons mâles par rapport aux femelles, face à une carence en donneurs de méthyles 

du père. Les niveaux d'expression des différents transporteurs étudiés et de Cldn5 sont similaires aux 

contrôles suggérant une absence d’altération de la perméabilité de la BHE  et des mécanismes de 

transfert des folates dans le cerveau. Le niveau d'expression de S100b tend à diminué et celui du miR-

126a-5p est augmenté de manière significative. En revanche, d’après les tests comportementaux 

réalisés, les mâles sont plus sujets à des altérations de l’olfaction et des troubles moteurs suggérant 

tout de même un impact de la carence paternelle sur les bulbes olfactifs et le cervelet des mâles, 

structures non étudiées à l’heure actuelle. Des altérations de la neurostéroïdogenèse dans les bulbes 

olfactifs de manière sexe-dépendante (El Hajj Chehadeh et al., 2014b), des perturbations épigénétiques 

liées au développement cérébral postnatal des ratons, associées à des troubles cognitifs et moteurs (El 

Hajj Chehadeh et al., 2014a; Willekens et al., 2019) ont déjà été mises en évidence lors d’une carence 

gestationnelle en donneurs de méthyle avec des femelles plus affectées que les mâles. 

L’ensemble de ces résultats suggère que la descendance féminine des pères carencés serait 

plus vulnérable donc plus sujette au développement de pathologies neurologiques avec une 

composante inflammatoire. Hormis son rôle dans la BHE, il est également possible que l’augmentation 

de l’expression du miR-126a-5p dans le cortex des femelles puisse engendrer des défauts de synthèses 

hormonales, voire des perturbations de la lactogenèse chez les femelles lors de la période de sevrage 

des ratons. 

Les travaux de Lambrot et ses collaborateurs en 2013 ont été pionniers et ont permis de mettre 

en évidence une altération de la méthylation de gènes impliqués dans le développement cérébral et le 

comportement (Lambrot et al., 2013). Au regard de cela, nos résultats concernant l’impact sur le 

comportement des ratons est certain, même si les mécanismes sous-jacents restent encore à être 

élucidés. D’après la littérature, notre étude apporte une première démonstration des altérations 

comportementales et biochimiques chez la descendance, dans différents organes et dans le cadre d’une 

carence paternelle en donneurs de méthyle. 
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Depuis cette dernière décennie, les études portant sur le statut nutritionnel et l’habitude de vie 

des hommes en période périconceptionnelle s’accroissent et montrent que tout comme pour les mères, 

le régime paternel peut avoir un impact sur le développement de la descendance. Ces nouvelles 

données sont à intégrer dans les approches cliniques, devant l’importance du régime du père au 

moment de la conception et lors des protocoles de PMA, d'autant plus qu’il a été montré qu'un statut en 

vitamines B9 défavorable peut conduire à des issues négatives à la suite de fécondations in-vitro (Chen 

et al., 2001; Boxmeer et al., 2009; Vujkovic et al., 2009; Safarinejad et al., 2011; Banihani, 2017). 

Dans notre étude, nous avons pu mettre en lumière les effets d’une carence d’origine paternelle 

en donneurs de méthyle sur le métabolisme des monocarbones dans le foie et les testicules dans 

lesquels nous avons pu établir la présence des transporteurs aux folates. Nous avons également montré 

un impact sur la mobilité des spermatozoïdes et le contenu en ARN du sperme, notamment des 

dérégulations de l’expression de miARNs impliqués dans des processus cardio-cérébro-vasculaires. De 

plus, nous avons mis en évidence que cette même carence paternelle affecte les mécanismes 

permettant le maintien de l’homéostasie cérébrale en folates de manière sexe-dépendante, pouvant 

avoir des effets potentiels à long terme. Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives et confortent 

notre hypothèse selon laquelle la carence paternelle en donneurs de méthyle entraînerait des 

conséquences délétères sur la santé de la progéniture à plus long terme.  

Nous avons observé dans un premier temps que seuls les ratons mâles ont un poids corporel 

plus élevé associé à une hépatomégalie, suggérant un syndrome métabolique qu'il conviendrait de 

confirmer par des investigations complémentaires, notamment en mesurant les paramètres du 

métabolisme lipidique et glucidique dans le plasma des animaux. La prévalence des maladies 

métaboliques varie en fonction du sexe et, chez les hommes, la masse grasse est plus étroitement liée 

à la prévalence du syndrome métabolique comparé aux femmes (Lind et al., 2017). L'effet protecteur 

des estrogènes et des hormones ovariennes a largement été décrit dans la littérature (Ford, 2005).Ceci 

pourrait justifier l'absence de différence de poids entre les ratons femelles issues des pères carencés. 

Le syndrome métabolique est également fortement corrélé à l'activité gonadique, notamment au niveau 

du métabolisme des stéroïdes (Blaak, 2001; Mansour et al., 2017) et, dans notre modèle expérimental, 

les ratons carencés présentaient des testicules de plus petit poids, associé aux niveaux d'expression 

abaissés de la protéine StAR et de l'aromatase. L'ensemble de ces observations nous a donc incités à 

poursuivre notre travail par l'exploration des paramètres de fertilité de nos ratons. 

Nos travaux ont permis de confirmer l’importance de l’impact de la carence paternelle sur le 

contenu en petit ARN dans le sperme de la descendance, sachant que chaque miARNs possède ses 

gènes cibles et des rôles spécifiques. Une étude du niveau d’expression dans le cerveau des ratons 

des 2 miARNs communément dérégulés (miR-129-2-3p et miR-206-3p) chez les pères et la 

descendance, ainsi qu’une étude plus approfondie des cibles potentielles des autres miARN permettront 

une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires dans lesquels ils 

interviennent au cours du développement. Lors de l’analyse des paramètres de fertilité, nous avons 

constaté un passage des cellules germinales dans la lumière des tubules séminifères chez les ratons 

issus des pères carencés, suggérant une altération de la BHT. Cette barrière représentée par les 
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jonctions intercellulaires étanches des cellules de Sertoli contribue au bon déroulement de la 

spermatogenèse en bloquant le passage de molécules et en donnant un privilège immun aux cellules 

germinales (Skinner, 1987; Chakraborty et al., 2014; Kaur et al., 2014). Il serait intéressant d’explorer 

l’intégrité de cette barrière, notamment en ce qui concerne l’expression des marqueurs de jonctions 

cellulaires spécifiques de la BHT tels que la Cldn3 ou la Cldn11. 

Au vu des variations observées pour les concentrations circulantes en LH et en FSH, 

l’exploration de l’axe gonadotrope devra être poursuivie par des investigations complémentaires, 

notamment en mesurant les concentrations plasmatiques de l’inhibine B, de l’œstradiol, voire de la 

prolactine, ainsi qu’une étude des récepteurs à la LH et à la FSH dans les testicules. Ceci permettra de 

mieux comprendre les mécanismes mis en jeux, avec de possibles altérations du rétrocontrôle des 

hormones sur l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, d’autant plus que la LH tout comme la FSH 

sont capables de réguler l’expression de l’aromatase, qui était plus élevée dans les testicules de nos 

ratons nés de pères carencés par rapport aux contrôles. 

Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur les gonades et les paramètres de fertilité 

de la descendance mâle afin de vérifier l’hypothèse de transmission via le sperme. Mais qu’en est-il des 

ratons femelles ? Les publications concernant la carence paternelle retrouvées dans la littérature ne 

font état d’aucune donnée concernant les paramètres liés à la reproduction de la descendance féminine. 

Des études antérieures menées auprès des femmes sous stimulation ovarienne montrent que la 

carence gestationnelle des folates influence la fertilité et la réponse folliculaire (Twigt et al., 2011), 

notamment en affectant la méthylation du gène de l’aromatase. L’exploration des hormones sexuelles 

des ratons femelles associée au métabolisme des stéroïdes devrait permettre de vérifier l’impact de la 

carence d’origine paternelle sur l’activité ovarienne. 

Les atteintes cérébrales que nous avons observées montrent également un effet lié au sexe, 

puisque les femelles présentaient un contenu en MeTHF abaissé par rapport aux mâles, une altération 

de l'expression des transporteurs des folates présents dans la BHE ainsi que de la Cldn5. L'ensemble 

de ces données laisse entrevoir une possible atteinte de l'intégrité de la BHE qu'il reste à confirmer par 

des expérimentations complémentaires comme des analyses en immunohistochimie sur coupes 

cérébrales pour localiser les atteintes de la barrière dans les différentes régions cérébrales. Des études 

fonctionnelles sur microvaisseaux isolés des cerveaux des ratons des différents groupes permettront 

de mesurer les modalités de transport des folates. En dehors des conséquences sur la BHE, 

l'expression accrue de S100b suggère une atteinte plus étendue au niveau du tissu cérébral, d'autant 

plus que les miARNs que nous avons retrouvés dérégulés dans le sperme des ratons sont impliqués 

dans des pathologies cardio-cérébro-vasculaires, notamment l'ischémie cérébrale. 

Les atteintes comportementales observées chez nos animaux lors des tests de discrimination 

olfactive et l'openfield devraient être complétées par des analyses en immunohistochimie et 

métabolique en ciblant les régions concernées, en l'occurrence les bulbes olfactifs et l'hippocampe, 

d’autant plus qu’une atteinte de ces structures a déjà été mise en évidence lors de nos études 

précédentes de carence gestationnelle en donneurs en méthyle (El Hajj Chehadeh et al., 2014b, a; 

Willekens et al., 2019). 
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Enfin, en dehors des défauts d’apport alimentaire, l’origine de la carence en folates des pères 

serait également liée à l’exposition aux polluants environnementaux et notamment les ligands du facteur 

de transcription AhR, qui pourrait interagir avec l’expression des transporteurs des folates. Or, une étude 

préliminaire des cibles de miR-1843a-5p retrouvé parmi les miARN dérégulés dans le sperme des 

pères, a permis de montrer son action sur l’expression de AhR, le miR-129-2-3p interagissant plutôt 

avec son répresseur, AhRR. Une carence paternelle d’origine nutritionnelle concomitante à une 

exposition à des polluants environnementaux, pourrait donc avoir un effet synergique sur la santé de la 

descendance. Cette hypothèse fait l’objet d’un nouveau projet en cours qui a pour objectif d’étudier 

l’interaction de la carence en donneurs de méthyle et de l’exposition à un ligand du AhR en période 

gestationnelle sur le développement cérébral de la descendance. 
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Annexe n°7 : Données morphométriques des ratons 

 

 

Âge 
Groupe 

Vésicule 

séminale (g) 
Epididyme (g) 

Distance ano-

génitale (mm) 

Longueur de 

l’épididyme (mm) 

J21 

Ctrl M 0.01 ± 0.002 0.03 ± 0.004 15.2 ± 0.3 18.6 ± 0.4 

Ctrl F - - 8.4 ± 0.25 - 

MDD M 0.02 ± 0.01 a 0.03 ± 0.01 15 ± 0.3 18.3 ± 0.3 

MDD F - - 9 ± 0.7 - 

J65 

Ctrl M 0.3 ± 0.03 0.34 ± 0.04 36.2 ± 0.8 42.2 ± 1.15 

Ctrl F - - 13.3 ± 0.4 - 

MDD M 0.3 ± 0.01 0.37 ± 0.04 36.8 ± 0.8 40.9 ± 0.65 

MDD F - - 12.8 ± 0.35 - 

J180 

Ctrl M 0.92 ± 0.1 0.71 ± 0.01 45.2 ± 1.9 52.7 ± 1.8 

Ctrl F - - 14.7 ± 0.4 - 

MDD M 0.7 ± 0.03 ¤ 0.64 ± 0.03 ¤ 47.4 ± 1.9 50.9 ± 1.2 

MDD F - - 15.9 ± 0.7 - 

a : différences significatives avec Ctrl M ; b : avec MDD M ; c : avec Ctrl F ; les valeurs correspondent à la moyenne ± S.E.M. ; 

N=5, n=5-10. Les graphiques représentent la moyenne ± SEM ; p<0,05 ; ¤ p=0.06, t-test (poids et longueur de l’épididyme), 

Wilcoxon pour le poids de l’épididyme à J180, ANOVA 2 facteurs (distance, sexe) pour la distance anogénitale. 

Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle 
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Annexe n°8 : Dosage des intermédiaire du métabolisme des 

monocarbones 
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Figure 55 : Mesure des intermédiaires du métabolisme des monocarbones chez la descendance. 

Détermination de la concentration en métabolites dans les foies de la descendance (A) à J21 (B) à J65, (C) à 
J180. Les mêmes mesures ont été réalisées (D, E) dans les testicules des ratons à J65, ainsi que (F, G) dans 
les cortex de la descendance mâle et femelle, à J21, J65 et J180. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 : t-test. 
 
Abréviations : Ctrl : régime standard ; MDD : régime carencé ; M : mâle ; F : femelle ; Cho : choline ; Gly : 
glycine ; Ser : sérine ; Bet : bétaïne ; Cys : cystéine ; GSH : glutathion réduit ; CTH : cystathionine ; DMG : 
diméthylglycine 

  



 
 

 

Résumé 

La carence gestationnelle en donneurs de méthyle est responsable d’anomalies de fermeture 

du tube neural et d’altérations du développement cérébral de la descendance, c’est pourquoi les 

femmes sont supplémentées en acide folique en période périconceptionnelle en prévention du spina 

bifida. Plus récemment, il est apparu que le mode d’alimentation et l’environnement du père influencent 

fortement le développement du fœtus et la santé de la descendance. Seules quelques publications 

portant sur les carences paternelles en folates ont mis en évidence des altérations de l’épigénome du 

sperme, en lien avec une altération du développement de la progéniture. Notre travail a consisté en la 

mise en place d'un modèle animal de carence en donneurs de méthyle d'origine paternelle. Parmi les 

résultats les plus marquants, nous avons pu mettre en évidence la présence des transporteurs des 

folates dans les testicules des ratons dont l'expression était modifiée, ainsi que les variations des 

intermédiaires du métabolisme des monocarbones mesurés par LCMS/MS. L’analyse des paramètres 

de fertilité a montré une altération transgénérationnelle de la mobilité des spermatozoïdes, associée à 

une diminution du poids des testicules de la descendance et une augmentation de l'expression des 

enzymes clés de la stéroïdogenèse, jouant un rôle important dans la spermatogenèse. Le contenu en 

petits ARNs dans le sperme était également impacté, la plupart étant impliqué dans l'ischémie cérébrale, 

le maintien de la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique (BHE), mais aussi la différenciation 

des spermatogonies. Quant au cerveau des ratons issus des pères carencés, l'altération de l'expression 

des transporteurs des folates et du gène Cldn5 associés à une élévation de S100b et de miR-126a-5p 

suggèrent une atteinte de l'intégrité de la BHE. Ces modifications n'étaient observées que chez les 

femelles, suggérant un effet sexe-dépendant de la carence paternelle sur la descendance. L'ensemble 

de ces résultats confirment l’hypothèse selon laquelle le régime alimentaire du père joue un rôle 

déterminant en période de conception et pourrait conduire à de nouvelles recommandations 

nutritionnelles s'adressant aux futurs pères. 

Mots-clés : carence paternelle ; donneurs de méthyle ; épigénétique ; développement cérébral 

 

 

Abstract 

Gestational methyl donor deficiency is responsible for neural tube defects and altered brain 

development in the offspring, that’s why women are supplemented with folic acid in the periconceptional 

period to prevent spina bifida. More recently, it has become apparent that father's diet and environment 

strongly influence the fetus development and health of the offspring. Only a few publications on paternal 

folate deficiency have highlighted alterations in the sperm epigenome, which are associated with altered 

offspring development. Our work consisted in the establishment of an animal model of paternal methyl 

donor deficiency. Among the most striking results, we were able to demonstrate the presence of folate 

transporters in the testes of the pups whose expression was modified, as well as the variations of the 

intermediates of the onecarbon metabolism measured by LCMS/MS. Analysis of fertility parameters 

showed a transgenerational alteration of sperm motility, associated with a decrease testis weight and 

an increase in the expression of key steroidogenesis enzymes, playing an important role in 

spermatogenesis, in the progeny. The content of small RNAs in the sperm was also affected, most of 

them being involved in cerebral ischemia, maintenance of blood-brain barrier (BBB) permeability, but 

also spermatogonial differentiation. In deficient fathers’ pups’ brains, altered expression of folate 

transporters and the Cldn5 gene associated with elevated S100b and miR-126a-5p suggest impairment 

of BBB integrity. These changes were only observed in females, suggesting a sex-dependent effect of 

paternal deficiency on offspring. All these results support the hypothesis that father's diet plays a 

determining role during conception and could lead to new nutritional recommendations for future fathers. 

Keywords: paternal deficiency; methyl donors; epigenetic; cerebral development 
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