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Résumé : Des millions d'enfants sont nés à 

travers le monde grâce aux techniques 
d'assistance médicale à la procréation (AMP) 

dont l'innocuité n'a pas été totalement 

démontrée à ce jour. Ces techniques 
concomitantes à la reprogrammation 

épigénétique pourraient être en lien avec 

certaines des complications observées après 

AMP telles les pathologies liées à l'empreinte. 
Les expérimentions animales ont démontré que 

ces méthodes pouvaient avoir un impact sur la 

régulation épigénétique de gènes majeurs pour 
le développement du conceptus mais chez 

l'homme cela reste largement inconnu.  

 
Nous nous proposons d'étudier les interactions 

entre les gamètes et l’embryon avec le milieu 

in vitro (vitrification des ovocytes, composition 

du milieu de culture embryonnaire) chez 
l’humain par une approche transcriptomique 

(single-oocyte et single-embryo RNA-seq). Par 

ailleurs, une analyse critique de la littérature 
sur les altérations transcriptomiques des 

ovocytes induites par l’AMP a permis 

d’identifier des mécanismes biologiques 

communs par lesquels différentes techniques 
d’AMP modifient le transcriptome ovocytaire 

et sa régulation épigénétique. 

Ensuite, nous aborderons les conséquences à 

court et à long terme des techniques d’AMP sur 
l’ensemble du profil épigénétique chez 

l’humain sur trois périodes clés du 

développement, à savoir en phase pré-
implantatoire, immédiatement à la naissance 

puis durant l’enfance. A cette fin nous avons 

réalisé une revue systématique et méta-analyse 

ayant comme thématique le suivi des profils de 
la méthylation de l’ADN chez les enfants 

conçus par AMP. Pour compléter ces données, 

nous avons mesuré les profils de méthylation 
chez une cohorte d’enfants de 7-8 ans conçus 

par FIV/ICSI à l’aide de puces EPIC 

(Illumina).  
 

De façon générale, la majorité des 

interventions en AMP sont susceptibles 

d’interférer sur la reprogrammation 
épigénétique des gamètes et embryons. Les 

faibles taux de réussite en AMP et surtout leur 

variabilité inter-clinique pourraient être un 
témoin qu’aujourd’hui, les modifications 

épigénétiques (dans les lignées germinales ou 

chez l’embryon) et leurs conséquences sur 

l’échec d’une tentative d’AMP ne sont pas 
assez prises en compte dans les pratiques 

actuelles. Dans le prolongement de cette thèse, 

des protocoles d’AMP plus sûrs sont 
nécessaires et la recherche doit aller en ce sens. 
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reproduction techniques 
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Abstract : Millions of children are born 
worldwide thanks to medically assisted 

reproduction techniques (ARTs), the safety of 

which has not yet been fully demonstrated. 
These techniques, combined with epigenetic 

reprogramming, could be linked to some of the 

complications observed after ART, such as 

imprinting-related pathologies. Animal 
experiments have shown that these methods can 

have an impact on the epigenetic regulation of 

major genes for conceptus development, but in 
humans, this remains largely unknown.  

 

We propose to study the interactions between 
gametes and embryos with the in vitro 

environment (oocyte vitrification, composition 

of embryonic culture medium) in humans using 

a transcriptomic approach (single-oocyte and 
single-embryo RNA-seq). In addition, a critical 

review of the literature on ART-induced oocyte 

transcriptomic alterations identified common 
biological mechanisms by which different 

ARTs modify the oocyte transcriptome and its 

epigenetic regulation. 
 

Next, we will look at the short- and long-term 
consequences of ARTs on the overall epigenetic 

profile in humans over three key developmental 

periods, namely pre-implantation, immediately 
after birth and during childhood. To this end, we 

carried out a systematic review and meta-

analysis focusing on the monitoring of DNA 

methylation profiles in children conceived by 
ART. To complement these data, we measured 

methylation profiles in a cohort of 7–8-year-old 

children conceived by IVF/ICSI, using EPIC 
arrays (Illumina).  

 

In general, most ARTs interventions are likely 
to interfere with the epigenetic reprogramming 

of gametes and embryos. The low success rates 

in ART and, above all, their inter-clinical 

variability could be a sign that epigenetic 
modifications (in germ lines or embryos) and 

their consequences on the failure of an ART 

attempt are not sufficiently taken into account in 
current practices. As an extension of this thesis, 

safer ARTs protocols are needed, and research 

must move in this direction. 
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Préambule 

Cela fait maintenant plus de 40 ans que les techniques d’Assistance Médicale à la 

Procréation (AMP) sont utilisées à travers le monde. Le recours à l’AMP est grandissant et a 

permis à ce jour la naissance de millions d’enfants représentant plus de 4% des naissances 

annuelles en Europe (De Geyter et al., 2018). 

Pourtant l’innocuité de ces techniques n’est aujourd’hui pas encore admise. En effet, de 

sérieuses préoccupations concernant la santé des enfants nés sous AMP ont été émises au 

début des années 2000 (Hansen et al., 2002; Schieve et al., 2004). Une plus forte prévalence 

d’anomalies congénitales a été observée chez ces enfants par rapport à la population 

générale, notamment de maladies cardio-vasculaires ou métaboliques (Chen & Heilbronn, 

2017; Guo et al., 2017b; Berntsen et al., 2019). La survenue de syndromes dits de Beckwith-

Wiedemann, Silver-Russell ou encore Angelman est aussi anormalement plus élevée chez les 

enfants conçus par AMP (Vermeiden & Bernardus, 2013). Ces pathologies rares sont liées à 

des dysfonctionnements bien connus de certaines régions chromosomiques dites « soumises 

à empreinte parentale » et à l’origine d’anomalies du développement (Argyraki et al., 2019). 

En outre, l’ensemble des techniques liées aux différentes étapes d’AMP, peuvent constituer 

un terrain stressant pour des gamètes et embryons alors soumis à un environnement in vitro. 

Elles interviennent à un moment où les gamètes et l’embryon entrent dans une phase de 

reprogrammation épigénétique intense. Aussi, il est probable que des éléments péri-

conceptionnels en lien avec l’AMP soient responsables d’anomalies de méthylation dans les 

régions soumises à empreinte, et des syndromes congénitaux qui en découlent (Ramos-Ibeas 

et al., 2019). L’hyperstimulation ovarienne et la cryoconservation pour l’ovocyte, les conditions 

de culture in vitro pour l’embryon (composition du milieu, tension en oxygène, …) sont autant 

d’expositions les rendant vulnérables et qui ont la capacité d’altérer leur architecture 

épigénétique et leur qualité transcriptomique. Des expérimentations utilisant des espèces 
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modèles ont mis en évidence l’importance de ces phénomènes sur la régulation épigénétique 

au niveau des régions de contrôle de l’empreinte parentale (Imprinting Control Regions ; ICRs) 

mais aussi à l’échelle du génome entier ; les connaissances restent pourtant éparses chez 

l’Homme (Fauque et al., 2007a; Duranthon & Chavatte-Palmer, 2018). 

Les objectifs de cette thèse se résument en deux grandes parties. Dans un premier temps, 

nous évaluerons les interactions entre les gamètes et l’embryon avec le milieu in vitro 

(vitrification des ovocytes, composition du milieu de culture embryonnaire) chez l’humain par 

une approche transcriptomique. Dans un second temps, nous aborderons les conséquences 

à court et à long terme des techniques d’AMP sur l’ensemble du profil épigénétique chez 

l’humain sur trois périodes clés du développement, à savoir en phase pré-implantatoire, 

immédiatement à la naissance puis durant l’enfance. A travers l’analyse de données de 

séquençage à haut débit de collections rares et uniques d’échantillons biologiques obtenus 

selon différentes modalités de conception et contextes d’infertilité, nous apporterons une 

meilleure compréhension des effets épigénétiques et transcriptomiques en lien avec les 

techniques d’assistance médicale à la procréation.
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Chapitre 1 : État de l’art et analyses à partir des 

données de la littérature 

I) L’assistance médicale à la procréation : principes et 

techniques 

Le recours à l’assistance médicale à la procréation est de plus en plus élevé à travers 

le monde (Kushnir et al., 2017; de Geyter et al., 2020). Symboliquement, la barre du million de 

cycles d’AMP amorcés sur une année parmi les 39 pays d’Europe avec des données de 

registre disponibles a été atteinte pour la première fois en 2018 (Wyns et al., 2022). Les 

techniques d’AMP doivent faire face à une infertilité croissante et deviennent un enjeu de santé 

publique majeur (Sun et al., 2019). Depuis la naissance du premier enfant conçu par AMP en 

1978, les techniques ont considérablement évolué avec notamment l’optimisation des 

conditions de culture, le développement de l’injection intracytoplasmique des spermatozoïdes 

et l’apparition de la congélation ultra-rapide. De plus, le recours à l’AMP tend à s’adresser à 

un public de plus en plus varié pour des raisons éthiques, cliniques et d’évolution de la société 

(parentalité plus tardive, gonadotoxicité de certains traitements, baisse de la fertilité due à 

l’obésité). 

Aujourd’hui il existe une grande disparité des techniques utilisées à travers les pays, et même 

à une échelle nationale, qui conduisent à des taux de réussite variables (Munné et al., 2017; 

Chambers et al., 2021; Agence de la biomédecine, 2023). Lors d’un protocole d’AMP peuvent 

se succéder différentes interventions externes adaptées à la pluralité des facteurs d’infertilité. 

Il est nécessaire que ces étapes soient strictement contrôlées et n’impactent pas la qualité 

embryonnaire, qui est un déterminant majeur des chances de grossesse et de naissance 

(Fauque et al., 2007b).  
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1) Stimulation ovarienne 

La stimulation ovarienne en fécondation in vitro, a pour but d’obtenir une croissance 

multifolliculaire et ainsi plusieurs ovocytes matures afin d’augmenter les chances de succès. 

Les patientes reçoivent un traitement hormonal à base d’agonistes ou d’antagoniste du GnRH 

(hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires) et de FSH (hormone stimulant le 

follicule ovarien, follicle-stimulating hormone) pendant environ 2 semaines avec des doses 

adaptées au profil hormonal de la patiente. Le rôle du traitement par agoniste ou antagoniste 

du GnRH est de mettre l’hypophyse au repos afin de bloquer l’ovulation spontanée qui pourrait 

surgir lors du cycle menstruel à la suite du pic de LH endogène (hormone lutéinisante, 

luteinizing hormone). La FSH et ses différentes isoformes (d’origine urinaire ou recombinante) 

permettent quant à elles de stimuler la croissance du follicule. Ainsi le traitement permet de 

contrôler les niveaux d’hormones et déclencher l’ovulation au moment opportun. Ce 

déclenchement survient généralement dès lors que les follicules ont atteint 15-16mm de 

diamètre. Après plusieurs heures, l’ovocyte est alors normalement mature, c’est-à-dire que les 

différentes stimulations l’ont conduit à passer du stade vésicule germinale (prophase I) au 

stade métaphase II. L’ovocyte a subi une maturation double, cytoplasmique et nucléaire, 

permettant la reprise de sa méiose si un pic de LH a lieu, mais également la préparation pour 

la fécondation. L’induction de l’ovulation est en majorité provoquée par une injection de hCG 

(hormone gonadotrophine chorionique humaine) et les ovocytes sont généralement collectés 

dans les 36-38 heures suivantes, par ponction ovarienne sous contrôle échographique et par 

voie vaginale. Il existe différents types de protocoles de stimulation multifolliculaire, courts ou 

longs en fonction d’un bilan médical préalablement réalisé. Chez certaines patientes, il peut 

exister un risque élevé de syndrome d’hyperstimulation ovarienne qui peut être limité en 

adaptant les doses prescrites ou en substituant l’administration de hCG (Fiedler & Ezcurra, 

2012). Un résumé des étapes de la stimulation ovarienne et de son adaptation à différents 

types de patients (prévision de la réponse ovarienne faible, normale ou forte suivant les 

marqueurs de réserve ovarienne) est indiqué en Figure 1. 
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Figure 1. Organigramme des lignes directrices sur la stimulation ovarienne pour la FIV/ICSI 
recommandées par la Société Européenne de Reproduction Humaine et d’Embryologie (ESHRE). 
 
 

2) Technique de fécondation : FIV et ICSI 

Après une étape de stimulation ovarienne, les complexes cumulus-ovocytes (ovocyte 

plus cellules folliculaires entourant l’ovocyte) sont ponctionnés par voie transvaginale environ 

36 heures après le déclenchement de l’ovulation. Les spermatozoïdes subissent également 

une étape de préparation après leur recueil afin de sélectionner ceux de meilleure qualité. 

L’étape suivante de mise en fécondation est couramment réalisée selon deux techniques : la 

fécondation in vitro (FIV) et l’injection intracytoplasmique du spermatozoïde (ICSI) (Barberet 

et al., 2018). 

Lors de la FIV, les spermatozoïdes sont sélectionnés et déposés au contact des complexes 

cumulus-ovocytes dans une boîte de culture (Figure 2). Depuis quelques années, l’ICSI est de 

plus en plus pratiquée en raison d’une hausse de l’infertilité masculine potentiellement reliée 
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à des facteurs environnementaux (pollution, nutrition, activité physique, perturbateurs 

endocriniens) (Kumar & Singh, 2015). Le biologiste établit une sélection du spermatozoïde en 

fonction de sa morphologie et de sa motilité. L’ovocyte est décoronisé des cellules qui 

l’entourent (cellules de la granulosa, cellules du cumulus) par une hyaluronidase et puis 

l’unique spermatozoïde est injecté avec une micropipette de verre. Les gestes 

supplémentaires et la sélection du spermatozoïde en ICSI fait l’objet d’une surveillance accrue 

de la santé des enfants conçus via cette technique.  

 
 
Figure 2. Schéma du processus de FIV et d’ICSI. 
Issu de Barberet et al. (2018) (Barberet et al., 2018). 
 

3) Culture embryonnaire 

La mise en culture des embryons est une étape essentielle des protocoles AMP. Elle 

permet d’identifier les embryons de bonne morphologie après quelques jours de culture en 

vue d’un transfert vers la voie utérine (au stade clivé : jour 2 ou 3, au stade de blastocyste : 
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jour 5/6). La composition du milieu de culture utilisé est importante et doit répondre aux besoins 

physiologiques de l’embryon précoce (Sunde et al., 2016):  

§ Substrats énergétiques : le cycle de Krebs représente la principale source d’énergie 

pour l’embryon pré-implantatoire. La consommation d’oxygène augmente 

progressivement durant le développement mais la source de carbone est différente 

avant ou post-compaction. L’oxydation du pyruvate est la principale source d’énergie 

de l’embryon au stade clivé. Après compaction, ce métabolisme change radicalement, 

la consommation d’oxygène augmente, et l’embryon utilise la glycolyse aérobie pour 

compenser sa forte demande biosynthétique et ses besoins en glucose sont donc 

croissants.  

§ Acides aminés : certains sont des précurseurs du lactate, une des sources d’énergie 

de l’embryon au stade clivé. D’autres jouent le rôle de tampon de pH intracellulaire, de 

chélateurs de métaux lourds, stimulent le taux de clivage ou participent à la 

biosynthèse de protéines et d’antioxydants (Leese et al., 2021). La méthionine, par sa 

conversion en S-adénosylméthionine, joue le rôle de donneur de méthyle et participe 

donc à la méthylation de l’ADN qui prend place lors de la reprogrammation 

épigénétique intense subie par le génome embryonnaire au cours de la période pré-

implantatoire (Menezo et al., 2022a). 

§ Ions : la majorité des milieux contiennent des ions sodium, potassium, chlore, calcium, 

magnésium, sulfate qui régulent l’osmolalité des cellules. 

§ EDTA (éthylènediaminetétraacétique) : la présence de glucose dans certains milieux 

est conditionnée à la présence d’EDTA, afin de bloquer la glycolyse. Lorsque l’embryon 

passe sous un régime de glycolyse aérobie, il sécrète davantage d’enzymes de la 

glycolyse, qui ne pourront plus être saturées par l’EDTA à partir d’une certaine 

concentration. Le glucose devient alors métabolisable après compaction et répond aux 

besoins métaboliques de l’embryon. 
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§ Protéines : la principale protéine supplémentée dans le milieu est l’albumine. Elle 

régule la disponibilité de lipides, de certaines hormones et de minéraux. 

§ Facteurs de croissance et cytokines : Les facteurs de croissance peuvent soutenir le 

développement. Les cytokines soutiennent le développement embryonnaire en 

protégeant contre le stress cellulaire et l’apoptose. 

Deux types de milieux de culture sont actuellement utilisés en AMP : les milieux uniques (dits 

« single step ») et les milieux séquentiels (Chronopoulou & Harper, 2015). Les premiers 

peuvent être utilisés pendant toute la durée de culture, depuis la fécondation jusqu’au stade 

blastocyste car ils contiennent tous les nutriments nécessaires au développement de 

l’embryon. Les milieux séquentiels doivent eux être changés après deux jours de culture car 

leur composition est spécifique aux besoins physiologiques de l’embryon avant et après 

compaction (Figure 3).  

 
Figure 3. Modifications du profil métabolique de l’embryon précoce à partir du stade morula. 
Le métabolisme de l’embryon clivé se caractérise par une activité faible reposant exclusivement sur 
l’oxydation du pyruvate. Après l’activation du génome embryonnaire, le blastocyste absorbe des niveaux 
élevés de glucose et consomme beaucoup d’ATP (adénosine triphosphate) et d’oxygène pour la 
glycolyse aérobie, du fait d’une forte demande biosynthétique. Inspiré de Ferrick et al. (2019) (Ferrick 
et al., 2019). 
 

Les milieux séquentiels sont très utilisés car considérés comme adaptés à la physiologie de 

l’embryon mais cela impose en contrepartie des manipulations additionnelles qui peuvent être 

source de stress cellulaire. Chaque milieu de culture possède une composition qui lui est 
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propre et qui est souvent incomplètement rendue transparente par les industriels, ce qui fait 

l’objet de nombreux débats (Sunde et al., 2016). L’objectif de la culture embryonnaire n’est 

pas d’être un parfait miroir des conditions utérines mais d’assurer que l’environnement 

physiologique de l’embryon lui permette de se développer de façon optimale (Gardner, 1998). 

Toutefois, il y a encore des désaccords sur de nombreux paramètres physico-chimiques qui 

garantissent cette optimalité, la composition en acides aminés essentiels ou la 

supplémentation en antioxydants, vitamines, facteurs de croissance, nucléotides ou encore 

stéroïdes (Chronopoulou & Harper, 2015; Xu & Sinclair, 2015). D’autres paramètres restent 

peu étudiés mais semblent déterminants pour le développement de l’embryon, comme 

l’intensité lumineuse (Khodavirdilou et al., 2021), la température et ses variations (Baak et al., 

2019), et la contamination chimique du milieu (soit déjà présente dans le milieu conditionné 

industriellement (Tarahomi et al., 2019) soit par phénomène de lixiviation des contenants 

plastiques (Gatimel et al., 2016)).  

Les études comparant l’efficacité des milieux de culture actuellement utilisés en AMP se sont 

principalement concentrées sur des aspects cliniques du développement embryonnaire, à 

savoir les taux de blastulation, d’implantation et de naissance (Mantikou et al., 2013). Les 

nombreuses études et méta-analyses ne mettent à ce jour pas en évidence de différences de 

taux de grossesse, qui est le critère principal de jugement d’efficacité de chaque technique, 

selon les milieux uniques et séquentiels (Biggers & Summers, 2008; Sepúlveda et al., 2009; 

Dieamant et al., 2017), alors qu’au contraire l’impact de la tension en oxygène semble avéré 

(Van Montfoort et al., 2020; Herbemont et al., 2021). Concernant les issues cliniques à court 

et long terme, peu d’études ont été réalisées, et la principale différence retrouvée selon les 

milieux de culture est au niveau du poids de naissance (Zandstra et al., 2015). 
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4) Cryoconservation des ovocytes et embryons 

La cryoconservation des ovocytes et embryons est une technique apparue en premier 

lieu avec la méthode dite de la « congélation lente » et permettant de préserver la fertilité des 

patients masculins et féminins. Rapidement, la vitrification l’a remplacée et a permis une 

amélioration des taux de grossesses cliniques (Rezazadeh Valojerdi et al., 2009; Edgar & 

Gook, 2012). La vitrification consiste en la congélation ultrarapide à -196°C à l’aide d’agents 

cryoprotectants en forte concentration qui permettent d’éviter la formation de cristaux intra-

cellulaires et de conserver la morphologie des gamètes et embryons intacte (Wolkers & 

Oldenhof, 2015). Cette technique est particulièrement utile pour un grand nombre de patientes. 

Elle permet notamment aux femmes de conserver leurs ovocytes avant l’introduction d’un 

traitement potentiellement gonadotoxique (chimiothérapie et/ou radiothérapie). Depuis 2021 

en France, les femmes souhaitant retarder leur grossesse peuvent congeler leurs ovocytes 

pour conserver des ovocytes « jeunes » et donc de meilleure qualité, car la qualité ovocytaire 

diminue avec l’âge (Cimadomo et al., 2018). La vitrification ovocytaire est également utile dans 

le cadre du don d’ovocytes (Cobo et al., 2011). En France, les ovocytes sont conservés dans 

des centres autorisés comme les centres d’étude et de conservation des œufs et du sperme 

(CECOS). Par ailleurs, les embryons peuvent également être cryoconservés, en vue de 

transferts d’embryons, soit au stade clivé (au 2ième ou 3ième jour post-fécondation) soit au stade 

blastocyste (au 5ième ou 6ième jour post-fécondation). 

Les ovocytes vitrifiés affichent un très bon taux de survie après réchauffement, de 

l’ordre de 90% (De Munck et al., 2013; Argyle et al., 2016). Les taux de fécondation, de clivage 

et de grossesse clinique des ovocytes vitrifiés semblent comparables à ceux des ovocytes 

« frais » (Cobo & Diaz, 2011; Haute Autorité de Santé, 2017). Ces résultats sont rassurants, 

même si plus de données obstétricales nécessitent d’être réunies. Les ovocytes collectés 

après la ponction ovarienne doivent être dénudés (décoronisés : élimination des cellules qui 

entourent l’ovocyte). Plus tard, ces ovocytes seront mis contact avec des milieux avec de fortes 
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concentrations en cryoprotecteurs avant leur congélation ultra-rapide au sein de dispositifs 

spécifiques (permettant une congélation dans un très faible volume, de l’ordre de quelques 

microlitres). La décongélation des ovocytes est réalisée par un réchauffement rapide à 37°C, 

et les ovocytes doivent ensuite être inséminés dans un délai de 2h maximum. Pour les 

embryons, les protocoles de vitrification et réchauffement sont sensiblement identiques à ceux 

des ovocytes. Toutefois les blastomères étant de taille plus petite, la congélation ultra-rapide 

offre des taux de survie plus élevés. 

5) Maturation ovocytaire in vitro 

Le développement ovocytaire commence dès la vie fœtale par la mise en place des 

cellules germinales primordiales (CGPs), les ovogonies. Elles se multiplient successivement 

par division mitotique pour constituer un stock d’ovogonies conséquent (7 millions vers le 7ème 

mois de grossesse mais le stock diminuera à terme à environ 500 000 ovocytes par atrésie 

folliculaire jusqu’à la puberté) (Baker, 1963; Crawford & Steiner, 2015). A la suite d’une 

première division méiotique, toutes les ovogonies rentrent en diapause et restent bloquées au 

stade diplotène de la prophase de la méiose I, avant la naissance. A la puberté, la FSH 

déclenche périodiquement la croissance d’un petit groupe de follicules (à chaque cycle 

menstruel) qui entrent en croissance et se développent parallèlement au développement 

ovocytaire. Cette période est cruciale pour l’ovocyte qui synthétise et stocke une grande 

quantité d’ARN messagers et de protéines nécessaires au développement embryonnaire 

précoce (Krisher, 2004). Généralement, un seul ovocyte arrive à maturité et termine la méiose 

I pour initier la deuxième méiose interrompue en métaphase II (MII). Après la rupture de son 

follicule (ovulation), l’ovocyte restera en métaphase II jusqu’à l’entrée du spermatozoïde 

(fécondation).  

Certaines femmes sont à risque ou ont des antécédents d’hyperstimulation ovarienne, comme 

les patientes ayant un syndrome des ovaires polykystiques (SOPK). Une option pour ces 

patientes est de réaliser une maturation in vitro (MIV) des ovocytes qui correspond à la 
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maturation de plusieurs follicules antraux in vitro à l'aide d'un milieu de culture approprié 

(Figure 4). Les issues obstétricales et périnatales après maturation ovocytaire in vitro restent 

peu connues en raison du faible nombre d’enfants encore conçus avec cette technique mais 

les premières données sur leur santé sont rassurantes (Söderström-Anttila et al., 2006; 

Hatırnaz et al., 2018; Grynberg et al., 2022). Toutefois, les taux d’implantation, de grossesse 

et de naissance vivante restent faibles par rapport à une FIV conventionnelle (Gremeau et al., 

2012). Les raisons de ces faibles performances sont encore difficiles à identifier mais 

pourraient être liées à un stress oxydatif accru ou à la mise sous silence de la communication 

bidirectionnelle entre l’ovocyte et les cellules cumulus l’entourant, qui sont nécessaires pour 

le transfert de métabolites énergétiques et de petites molécules de signalisation régulant la 

maturation et le développement de l’ovocyte (Combelles et al., 2009; Russell et al., 2016). 

Par ailleurs, dans 10 à 30% des cas, les ovocytes collectés à la suite d’une stimulation 

multifolliculaire contrôlée ne sont pas matures, restant au stade vésicule germinale (GV) ou 

métaphase I (MI) (Mandelbaum et al., 2021). Il est possible de réaliser une maturation in vitro 

« de secours » lorsque seuls (ou en forte proportion) des ovocytes immatures sont recueillis. 

Ces ovocytes immatures le jour de la ponction ovarienne et plus précisément après dénudation 

en vue d’ICSI sont alors mis en culture in vitro jusqu’au stade métaphase II, pendant maximum 

24h, afin de maximiser les chances d’obtenir un embryon transférable.  
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Figure 4. Maturation in vitro des ovocytes et ses variantes utilisées actuellement.  
Dans la MIV classique, les COCs au stade GV sont maturés dans un milieu de culture in vitro jusqu’à 
atteindre le stade MII. Dans la MIV biphase, technique assez récente, les COCs sont cultivés d’abord 
dans un milieu inhibant la reprise de la méiose et promouvant la synchronisation entre la maturation 
cytoplasmique et nucléaire, avant de repasser dans un milieu classique pour terminer sa méiose et 
atteindre le stade MII. Dans la MIV avec « priming » par hCG (amorçage), une proportion d’ovocytes 
(ou tous) sont collectés à des stades immatures (GV, MI) après stimulation hormonale ou non des 
patients, qui seront maturés in vitro jusqu’au stade MII. La MIV de secours s’adresse aux patientes qui 
ont suivi un parcours d’ICSI avec stimulation ovarienne multifolliculaire et dont tout ou quasi-totalité des 
ovocytes collectés sont immatures. Les ovocytes au stade GV sont préalablement dénudés des cellules 
l’entourant.  Inspiré de De Vos et al. (De Vos et al., 2021). 
 
 
Toutes les techniques présentées ici, si elles s’avèrent suboptimales, seraient susceptibles de 

fragiliser les gamètes et embryons et diminuer les chances de grossesse (Figure 5). Une 

augmentation des taux de réussite en AMP apparaît alors envisageable avec l’optique 

d’optimiser les conditions de culture et les protocoles techniques mis en place. En outre, nous 
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ne sommes pas totalement rassurés sur l’innocuité de toutes ces techniques. Avec prudence, 

on peut affirmer que les enfants conçus par AMP sont plus prédisposés à différents troubles, 

sans prédominance d’un en particulier, mais que cette incidence reste très modérée par 

rapport aux conceptions naturelles (Jouannet et al., 2023). Dans les prochaines années, ces 

techniques sont amenées à évoluer, en lien avec la recherche sur le génome et l’épigénome 

des enfants ainsi conçus. Grâce à cette meilleure compréhension biologique des effets 

individuels de chaque technique, de meilleurs taux de succès sont envisageables. 

 

Figure 5. AMP et caractéristiques parentales : une multitude de facteurs pouvant potentiellement 
affecter le développement de l’embryon.
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II) Régulation épigénétique et transcriptomique dans 

les premières étapes du développement et 

techniques de mesure 

1) L’épigénétique 

L’épigénétique est la branche de la biologie qui s’intéresse aux interactions causales 

entre les gènes et leurs produits aboutissant à l’avènement du phénotype comme défini pour 

la première fois par Conrad Waddington dans les années 1940. Le terme épigénétique qu’il 

accorde à cette désignation est une contraction de « épigenèse » et « génétique ». Avec le 

temps, la définition de l’épigénétique tend à être précisée. Pour Adrian Bird, elle correspond à 

« l'adaptation structurelle des régions chromosomiques de manière à enregistrer, signaler ou 

perpétuer des états d'activité modifiés ». Biologiquement parlant, l’épigénétique renvoie à 

l’étude des mécanismes modifiant l’activité des gènes, de manière réversible, n’impliquant pas 

de modification de la séquence ADN et qui sont transmissibles au cours des divisions 

cellulaires. Sommairement, les modifications épigénétiques sont provoquées par des signaux 

issus de l’environnement d’une cellule ou reçus de ses voisines. La conversion de ces signaux 

se traduit par un état de changement dans l’expression des gènes, qui peut être transitoire ou 

durable même en l’absence du signal. 

1.1) Les marques épigénétiques 

Le maintien de l’identité de chaque type cellulaire est le fruit de marques épigénétiques 

apposées directement sur l’ADN (Barrero et al., 2010). Il existe différents mécanismes de 

régulation épigénétique, qui prennent place exclusivement au niveau de la chromatine en 

impliquant notamment des modifications biochimiques (Delcuve et al., 2009). Notre ADN est 

enroulé autour de structures protéiques appelées histones (H2A, H2B, H3 et H4), formant les 
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nucléosomes (octamère d’histones, deux copies de chaque sous-unité), qui contrôlent l’état 

ouvert ou fermé de la chromatine, et donc l’expression des gènes. Ces histones possèdent 

des extrémités N-terminales qui dépassent de l’ADN et sont sujettes à des modifications post-

traductionnelles de type méthylation, acétylation, phosphorylation, citrullination, 

ubiquitinylation, sumoylation, ribosylation, biotinylation et crotonylation qui régulent 

l’accessibilité de la chromatine (Millán-Zambrano et al., 2022). Ces marques sont apposées 

par des protéines dites « writers » qui modifient chimiquement les histones, sont reconnues 

par des protéines « readers » qui instruisent un nouvel état chromatinien (plus ouvert ou fermé) 

et possiblement effacées par des protéines « erasers » qui rendent l’entièreté du processus 

réversible (Falkenberg & Johnstone, 2014) (Figure 6). 

 

Figure 6. Les modifications post-traductionnelles des histones régulent l’état de la chromatine. 
A. Dynamique de la régulation épigénétique par modification d’histones.  
B. Exemples de protéines writers, readers et erasers connues en fonction de 4 grands types de 
modification d’histones (phosphorylation, ubiquitinylation, méthylation, acétylation). 
Inspiré de Falkenberg et Johnstone (2014) (Falkenberg & Johnstone, 2014). 
 
 
Une marque épigénétique bien caractérisée est l’acétylation des histones qui consiste en 

l’ajout d’un groupement acétyle (-COCH3) sur les lysines situées dans la queue N-terminale 

(Turner, 2000). Cette acétylation des lysines neutralise la charge positive de la queue N-

terminale de sorte que l’interaction avec l’ADN chargé négativement est rompue. L’acétylation 

des lysines rend la structure de la chromatine plus lâche et donc ouverte, favorisant la fixation 
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des facteurs de transcription régulant la région alors ouverte.  A l’inverse, la désacétylation 

rend la structure plus compacte et tend à réduire la transcription de la région environnante. De 

plus, il a été montré que les enzymes catalysant les réactions d’acétylation ou de déacétylation 

des histones (les acétyltransférases et déacétylases) sont recrutées spécifiquement par des 

facteurs de transcription de gènes cibles mais aussi par des répresseurs. Ces modifications 

d’histones sont un exemple parmi tant d’autres, qui représentent ensemble le code histone 

(Jenuwein & Allis, 2001). Le code histone associe à chaque combinaison de modifications 

biochimiques des histones un état chromatinien, et donc l'activation, la répression ou le silence 

de la transcription, mais possède également des effets biologiques sur la mitose ou la 

réparation de l'ADN, en fonction du contexte génomique. Une référence des modifications 

connues chez toutes les espèces confondues est accessible à l’adresse : 

https://www.cellsignal.com/learn-and-support/reference-tables/histone-modification-table. 

Il existe d’autres systèmes de régulation épigénétique des gènes, impliquant les ARNs non 

codant (ARNnc). Les ARNnc sont issus de la transcription mais ne sont pas traduits en 

protéines. On en distingue deux classes suivant leur longueur : les petits ARNnc et les longs 

ARNnc (de composition respectivement inférieure ou supérieure à 200 nucléotides) (Wei et 

al., 2017). Les microARNs (miARN) (18-24 nucléotides) jouent un rôle clé dans la régulation 

de la transcription en se liant directement à des ARNm cibles, entraînant leur dégradation ou 

leur inhibition (Yao et al., 2019). Il y aurait environ 2300 miARN chez l’humain (Alles et al., 

2019). Les longs ARNnc ont eux un mécanisme d’action indirect sur l’ARNm et ciblent les 

activateurs et répresseurs transcriptionnels des gènes. Ce sont plus de 100 000 ARNnc longs 

qui sont recensés actuellement (Volders et al., 2019). Il existe d’autres systèmes de régulation 

épigénétique des gènes, comme la méthylation de l’ADN, qui pour sa part joue un rôle 

fondamental dans le développement embryonnaire et fait l’objet de cette thèse (Figure 7).  
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Figure 7. Différents types de modifications épigénétiques à différentes échelles génomiques. 
Inspiré de Barrès et Zierath (2016) (Barrès & Zierath, 2016). 
 
 

1.2)  La méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN est une modification biochimique qui se caractérise par la 

présence de groupements méthyles (-CH3) au niveau du carbone 5 des cytosines de l’ADN, 

principalement dans le contexte cytosine-guanine (CpG) (Greenberg & Bourc’his, 2019). 

Lorsque positionnée sur les régions régulatrices des gènes, de type promoteur, amplificateur 

ou inactiveur, la méthylation est associée à une chromatine silencieuse et une absence de 

transcription, jouant donc un rôle majeur dans la régulation de l’expression des gènes (Schultz 

et al., 2015). En outre, la méthylation de l’ADN s’inscrit aussi comme un motif de recrutement 

de certaines protéines telles que les protéines à domaine de liaison sur l'ADN méthylé (MBD), 

à domaine « SET and RING associated » et Kaiso mais également d’autres facteurs de 

transcription (Zhu et al., 2016). 
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Deux types d’enzymes catalysent la méthylation de l’ADN à travers le génome, les ADN 

méthyltransférases de maintenance (DNMT1) et les ADN méthyltransférases de novo 

(DNMT3A, DNMT3B). La première participe à la maintenance des marques de méthylation de 

l’ADN dans les cellules au cours de la vie d’un individu, qui subissent d’une dizaine jusqu’à 

une centaine de divisions cellulaires suivant le type cellulaire (à l’exception des cellules 

souches qui peuvent probablement se diviser davantage). Les secondes sont impliquées dans 

la mise en place des profils de méthylation de l’ADN lors du développement embryonnaire, qui 

sont globalement par la suite stables au fur et à mesure des divisions cellulaires. Par ailleurs, 

DNMT3L n’a pas d’activité catalytique mais elle stimule l’activité des autres methyltransférases 

de novo (Suetake et al., 2004).  

On recense plus de 30 millions de positions de méthylation à travers le génome humain 

mais leur distribution n’est pas uniforme. Les CpGs très méthylés sont principalement 

retrouvés dans des séquences répétées comme les éléments transposables et le corps des 

gènes où ils participent à la stabilité du génome (Suzuki & Bird, 2008). Les CpGs les moins 

méthylés sont retrouvés par cluster dans des courts motifs appelés îlots CpGs, des régions 

très concentrées en CpGs (Bird, 1986) (Figure 8). Il existe des exceptions à cette 

hypométhylation des îlots CpGs comme dans les régions soumises à empreinte qui 

conservent une asymétrie parentale de méthylation (partie qui sera développée plus 

spécifiquement dans un paragraphe suivant). On retrouve également des îlots CpGs très 

méthylés dans le chromosome X inactif chez la femme (mécanisme épigénétique de 

compensation de dose dû à la présence de deux copies du chromosome X) qui répriment 

l’expression de ses gènes (Hellman & Chess, 2007). 
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Figure 8. Répartition et organisation schématique des CpGs dans le génome.  
A. Un gène peut se cartographier par plusieurs régions. Sa région promotrice se trouve en amont du 
site d’initiation de la transcription (TSS = transcription start site) et les nucléotides situés 1500 paires de 
bases (bp = base pair/paire de base) et 200 bp avant ce TSS (TSS1500 et TSS200) jouent un rôle 
majeur dans la régulation des gènes. Les CpGs très méthylés dans ces régions ont tendance à réprimer 
l’expression d’un gène, tandis que l’absence de méthylation corrèle avec leur activation. Les CpGs 
situés dans d’autres régions génomiques tels que les régions 5’UTR et 3’UTR (régions régulatrices non 
traduites), le corps du gène (région codante incluant les exons, introns et leurs frontières) et les régions 
intergéniques sont susceptibles d’avoir moins d’influence sur la régulation des gènes, même si cela 
n’est pas exclus. 
B. A l’échelle du génome, les CpGs se retrouvent dans quatre grandes catégories. L’îlot CpGs (CpG 
island) est une courte séquence (200-3000 bp) de forte concentration en CpGs. Dans son entourage, 
on retrouve les rivages de l’îlot CpGs (shore) puis un peu plus loin les bords de l’îlot CpGs (shelf). Plus 
on s’éloigne de l’îlot CpGs, moins la concentration en CpGs est forte. Ponctuellement, on retrouve des 
CpGs disséminés ailleurs dans le génome dans ce qu’on appelle la pleine mer (opensea). 
Issu de Ducreux et al. (2021) (Ducreux et al., 2021). 
 
 
Il existe un mécanisme biologique par lequel la méthylation est réversible, qui fonctionne via 

l’oxydation des cytosines méthylées (hydroxyméthylation) par les méthylcytosine 

dioxygénases de la famille Ten-eleven translocation (TET), ensuite reconnues par des 

enzymes de réparation qui les remplacent par des cytosines dépourvues de méthylation (Wu 

& Zhang, 2017) (Figure 9). D’autres mécanismes de déméthylation active sont connus, 

impliquant la désaminase induite par l’activation (AID) ou l’enzyme d'édition de l'ARNm de 

l'apolipoprotéine B, polypeptide catalytique 1 (APOBEC1), qui désaminent les cytosines 

méthylées, engendrant l’apparition d’un mésappariement thymine-guanine ensuite réparé par 

excision de base en intégrant une cytosine non méthylée (Hajkova et al., 2010). Il est à noter 

qu’une déméthylation de l’ADN passive peut survenir au cours des divisions cellulaires et de 

la réplication de l’ADN, et surtout dans le génome maternel post-fécondation (développé dans 

le paragraphe suivant), via la dégradation des mécanismes de maintien de la méthylation de 

l’ADN (Chen & Riggs, 2011). 
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Figure 9. Mécanisme de méthylation puis d’hydroxylation des cytosines via les enzymes ADN 
méthyltransférases et Ten-eleven translocator (Wu & Zhang, 2014).  
Alpha-KG : acide alpha-cétoglutarique.  DNMT : ADN méthyltransférases. Fe : fer. SAH : S-
adénosylhomocystéine. SAM : S-adénosylméthionine. TET : enzymes Ten-eleven translocation. 
 

1.3) Dynamique des profils de méthylation depuis le 

développement embryonnaire jusqu’à l’âge adulte 

Le développement embryonnaire précoce puis la gamétogenèse sont des fenêtres 

temporelles au cours desquelles une reprogrammation épigénétique intense s’établit. Chez 

l’Homme, la première phase prend place lors de la migration des CGPs depuis l’épiblaste 

embryonnaire vers les crêtes génitales avant la différenciation sexuelle qui démarre aux 

alentours des 3-5 premières semaines de grossesse (Fujimoto et al., 1977; Molyneaux & 

Wylie, 2004; Richardson & Lehmann, 2010). Dès lors, ces cellules subissent une 

déméthylation drastique (environ 80% de méthylation à cette période) qui atteint son 

paroxysme à 10-11 semaines de grossesse où le niveau de méthylation globale atteint autour 

de 6-8% avec des différences selon le sexe (Guo et al., 2015) (Figure 10). Ce seuil est le plus 

bas connu pour n’importe quelle cellule humaine (Guo et al., 2015). Ce mécanisme de 

déméthylation est biphasique. D’abord, une déméthylation passive se met en place via la 

répression de DNMT3A et DNMT3B (Yabuta et al., 2006; Kurimoto et al., 2008) et du cofacteur 

essentiel de DNMT1, NP95 (ou UHRF1) (Kurimoto et al., 2008; Seisenberger et al., 2012), qui 

implique une maintenance altérée de la méthylation de l’ADN dans les CGPs. Certaines 

régions sont protégées de cette déméthylation passive, incluant les régions de contrôle de 

l’empreinte (ICRs : imprinting control regions), les îlots CpGs du chromosome X inactif, 
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certains retrovirus endogènes (Intracisternal A particles) et les promoteurs de certains gènes 

impliqués dans la génération des gamètes ou de la méiose (Guibert et al., 2012; Seisenberger 

et al., 2012; Hackett et al., 2013; Kawasaki et al., 2014; Messerschmidt et al., 2014). DNMT1, 

malgré l’absence de son cofacteur NP95, permettrait le maintien de la méthylation dans ces 

régions durant cette période d’effacement global de la méthylation (Hargan-Calvopina et al., 

2016). Toutefois les enzymes TET1, TET2 et possiblement AID et APOBEC1 procéderont à 

la déméthylation active complète de ces régions environ trois jours après la phase de 

déméthylation passive (Popp et al., 2010; Ohno et al., 2013; Yamaguchi et al., 2013; Kawasaki 

et al., 2014).  

Après la détermination du sexe de l’embryon, les CGPs acquièrent de novo la méthylation de 

l’ADN mais avec des différences de chronologie selon le sexe. Rapidement, le génome 

spermatique est reméthylé à hauteur de 75% (Hanna et al., 2018). En revanche, le génome 

ovocytaire n’est reméthylé qu’à 54% et seulement après la puberté, durant la croissance 

folliculaire d’un pool de follicules engagés dans la croissance basale lors d’un cycle ovarien 

(Hanna et al., 2018). Les mécanismes impliqués dans cette phase de re-méthylation 

impliquent les enzymes DNMT3A et DNMT3L, catalyseur de la méthylation de novo mais pas 

DNMT3B (Bourc’his et al., 2001; Kaneda et al., 2004; Shirane et al., 2013). 

Une deuxième phase de la reprogrammation épigénétique s’opère post-fécondation 

accompagnant l’activation du génome embryonnaire, passant d’un contrôle maternel à un 

contrôle embryonnaire (Surani, 2001). L’ADN haploïde maternel et paternel subissent ici 

encore des évènements de méthylation différents en raison de leur état chromatinien divergent 

(l’ADN paternel et maternel forment deux pronoyaux distincts) (Wang et al., 2014). Le génome 

paternel est notamment déméthylé de manière active très rapidement grâce à l’action de 

l’enzyme TET3 qui va former des intermédiaires de déméthylation de l’ADN comme la 5-

hydroxyméthylcytosine mais aussi la 5-formylcytosine et la 5-carboxylcytosine (Howell et al., 

2001; Gu et al., 2011; Inoue & Zhang, 2011; Iqbal et al., 2011; Guo et al., 2014; Tsukada et 

al., 2015). Ainsi, la méthylation du génome paternel passe de 75% à 50% environ, dans les 
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premières heures suivant la fécondation (Zhu et al., 2018). Dans cette même fenêtre 

temporelle, le pronucleus femelle subit une faible déméthylation active par TET3, atteignant 

les 50% de méthylation globale également. Il s’en suit une période de déméthylation passive 

progressive du génome maternel qui accompagne le développement de l’embryon depuis le 

stade zygote (une cellule) jusqu’au stade blastocyste (environ 20% de méthylation globale) 

(Zhu et al., 2018). Cette déméthylation passive serait liée à une déficience des mécanismes 

de maintien de la méthylation puisque DNMT1 apparaît comme exclusivement localisée dans 

le cytoplasme, laissant le génome maternel subir une dilution passive de sa méthylation au 

cours du clivage de l’embryon (Rougier et al., 1998; Guo et al., 2014). La méthylation résiduelle 

observée à ce stade correspond aux éléments transposables et régions soumises à empreinte, 

que nous détaillerons par la suite (Okae et al., 2014). Ce maintien de méthylation implique la 

présence de mécanismes de protection contre la déméthylation, comme STELLA (autres alias 

connus PGC7 et DPPA3) qui inhibe l’action de TET3 ou encore le complexe ZFP57/TRIM28 

qui permet de recruter DNMT1 qui ne serait pas totalement exclue du noyau (Hirasawa et al., 

2008; Quenneville et al., 2011; Li et al., 2018). A ce stade, le blastocyste est dans un état de 

pluripotence naïve, c’est-à-dire que les cellules ont la capacité de se différencier en n’importe 

quel type cellulaire. 

Une fois l’embryon implanté dans la paroi utérine, une re-méthylation de novo s’installe à 

hauteur de 70-80% (Smith et al., 2012; Guo et al., 2014). L’embryon commence à se 

différencier, via les premières lignées cellulaires embryonnaires, le trophectoderme et la 

masse cellulaire interne, impliquant des différences d’acquisition de la méthylation suivant ces 

tissus. Cette apposition des marques de méthylation est médiée par les méthyltransférases 

DNMT3A et DNMT3B et ce profil sera globalement stable au cours de la vie dans les cellules 

somatiques de l’individu nouvellement formé (Okano et al., 1999; Chen et al., 2003). 
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Figure 10. Acquisition des profils de méthylation de l’ADN depuis les cellules germinales primordiales 
jusqu’au développement embryonnaire. 
Deux phases de reprogrammation épigénétique de déméthylation suivie de reméthylation ont lieu dans 
les cellules germinales primordiales puis après la fécondation des gamètes. 
 
 
La compréhension du mécanisme de reprogrammation épigénétique a mis en évidence que 

certains gènes du génome sont « protégés » de la reprogrammation épigénétique 

(déméthylation et reméthylation) ; ils sont dits soumis à empreinte parentale. Ces gènes sont 

souvent retrouvés par clusters régulés par des régions régulatrices de contrôle de l’empreinte 

riches en CpGs, les DMRs primaires et secondaires (DMR : differentially methylated region). 

Les DMRs primaires qui correspondent à certaines ICRs, qui comme détaillé en amont, sont 

d’abord déméthylées activement dans les CGPs, reméthylées dans l’ovocyte et le 

spermatozoïde puis résistent à la déméthylation après fécondation. Les DMRs secondaires 

sont établies dans les cellules somatiques lors de la reméthylation qui survient post-

fécondation sous le contrôle des DMRs primaires via des mécanismes encore peu connus 

(Sato et al., 2011; Adalsteinsson & Ferguson-Smith, 2014). Ainsi, ces régions conservent une 

asymétrie de méthylation entre le chromosome paternel et maternel, issue de l’effacement 

puis l’apposition différentielle des marques épigénétiques lors de la gamétogenèse selon le 
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sexe (Reik & Walter, 2001). Cela conduit à une expression parentale différentielle des gènes 

contrôlés par ces régions.  

Dans le cas présent, on observe que la majorité des gènes soumis à empreinte (GSE) sont 

exprimés soit totalement par le chromosome paternel soit totalement par le chromosome 

maternel, c’est-à-dire qu’un gène est contrôlé par une région totalement méthylée pour l’un 

des chromosomes, et totalement déméthylée pour l’autre (voir exemple Figure 11). Il existe 

différents types de régulation par les régions de contrôle de l’empreinte, selon qu’elles se 

trouvent dans une région promotrice d’un gène, ou dans des séquences inter- ou intragéniques 

en impliquant l’intervention d’amplificateur ou de répresseur par exemple (Figure 11) (Zwart et 

al., 2001; Lopes et al., 2003; Schoenherr et al., 2003; Delaval & Feil, 2004). On dénombre 129 

GSE connus chez l’humain à la date d’écriture de cette thèse d’après la base de données 

Geneimprint (https://www.geneimprint.com/site/genes-by-species). 
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Figure 11. Deux exemples de régulation en cis et en trans de l’expression de gène soumis à empreinte.  
A. La région promotrice de PEG3 est totalement déméthylée sur l’allèle paternel, facilitant l’expression 
de ce gène. Sur l’allèle maternel, la région promotrice est totalement méthylée, rendant l’expression de 
ce gène nulle. 
B. Une région de contrôle de l’empreinte se situe entre le gène IGF2 et le gène H19. Sur l’allèle maternel, 
cette région est totalement déméthylée, rendant la fixation du facteur de transcription CTCF (régulateur 
de la structure tridimensionnelle de la chromatine) possible sur le motif CCCTC de la région. Les 
enhancers sont alors capables de se fixer sur la région promotrice de H19 uniquement, impliquant 
l’expression de H19 et la répression de IGF2. A l’inverse sur l’allèle paternel, le CTCF n'est pas capable 
de se fixer sur la région de contrôle de l’empreinte qui est totalement méthylée. La conformation de la 
chromatine dans cette région fait que les enhancers situés après H19 sont uniquement capables de se 
fixer dans la région promotrice de IGF2 et ainsi activer son expression. Toutefois, IGF2 ne semble pas 
soumis à empreinte dans le cerveau. 
 
 
Les gènes soumis à empreinte occupent une place de choix dans l’étude des effets 

épigénétiques et transcriptomiques en lien avec les techniques d’AMP. Leurs caractéristiques 

de régulation impliquant l’apposition des marques de méthylation lors de la gamétogenèse et 

leur protection vis-à-vis de la reprogrammation épigénétique de l’embryon sont susceptibles 

d’être perturbées par les nombreuses manipulations réalisées lors d’un protocole d’AMP qui 

surviennent dans la même fenêtre temporelle. De plus, l’haploïdie des GSE est fondamentale 
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au bon développement de l’embryon car de nombreux cas de perte d’expression (aucun allèle 

exprimé) ou d’expression bi-allélique sont associés à des syndromes chez l’humain et 

semblent favoriser l’émergence de certains troubles de la santé (Table 1). Par ailleurs, 

l’expression monoallélique de certains GSE est requise sans quoi des malformations fœtales 

et placentaires léthales pourraient survenir comme rapportés dans le modèle souris (Moore et 

al., 2015) (Table 2). Toutefois, dans certains types cellulaires, on retrouve une expression 

biallélique de certains GSE, comme pour IGF2 dans le cerveau (Pham et al., 1998) et d’autres 

gènes ont une empreinte spécifique à certains types cellulaires comme GNAS, KCNQ1 et 

UBE3A (Varrault et al., 2020). 
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Troubles Locus (gènes/régions supposément impliqués) 

Syndromes  

Syndrome de Beckwith-Wiedemann 11p.15.5 (IGF2, H19, KCNQ1OT1, CDKN1C) 

Syndrome de Silver-Russell 7q32 (PEG1/MEST), 7p12 (GRB10), 11p15.5 (IGF2, H19) 

Syndrome de Prader-Willi 15q11.2-q13 (SNRPN, MAGEL2, NDN, MKRN3) 

Syndrome d'Angelman 15q11.2-q13 (UBE3A, ATP10C) 

Pseudohypoparathyroïdisme 20q13 (GNAS) 

Diabète néonatal transitoire 6q24 (PLAGL1, HYMAI) 

Syndrome de Temple 14q32 (MEG3) 

Syndrome de Kagami-Ogata 14q32 (IG-DMR, MEG3) 

  

Autres troubles  

Neuroblastome 14q32.2 (DLK1-MEG3) 

Leucémie myéloblastique aiguë 20q11.2 (NNAT) 

Léiomyome utérin 7q32 (PEG1/MEST) 

Cancer de la prostate Dérégulation d'un réseau de gènes soumis à empreinte 

Carcinome colorectal 11p15.5 (H19, IGF2 DMR0) 

Cancer du sein 7q32 (PEG1/MEST) 

Cancer de l'ovaire 11p15.5 (H19/IGF2), 19q13.4 (PEG3) 

Diabète 14q32.2 (DLK1-MEG3) 

Développement neurocomportemental Dérégulation d'un réseau de gènes soumis à empreinte 

Obésité 11p15.5 (H19/IGF2) 

Échec et complications de la grossesse 11p15.5 (IGF2, CDKN1C, PHLDA2), 7q21 (PEG10) 

 
Table 1. Synthèse des troubles de la santé liés à l’empreinte parentale. 
Issu de Argyraki et al. (2019) et Wallace et Bean (2017) (Wallace & Bean, 2017; Argyraki et al., 2019). 
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Locus Gène Origine Description/rôle Phénotypes après knockout chez la souris 

6q24 PLAGL1 Paternel Protéine à doigt de zinc Retard de croissance fœtale, malformation osseuse, létalité néonatale 
élevée 

6q25 IGF2R Maternel Clairance d'IGF2 Surcroissance fœtale et placentaire, anomalies des organes et squelettique 

7p12 GRB10 Maternel/Paternel Protéine liée au récepteur GF Surcroissance fœtale et placentaire 

7q21.3 PEG10 Paternel Dérivé d'un rétrotransposon Létalité embryonnaire due à une malformation placentaire 

7q32.2 MEST Paternel α/β hydrolase 
Retard de croissance fœtale et placentaire, létalité postnatale élevée, 

comportement maternel anormal 

11p15 H19 Maternel ARN non-codant long Surcroissance fœtale et placentaire  

11p16 IGF2 Paternel Facteur de croissance Retard de croissance fœtale et placentaire 

11p17 CDKN1C Maternel Suppresseur de tumeur Surcroissance fœtale et placentaire gestationnelle 

11p19 PHLDA2 Maternel Domaine d'homologie de la pleckstrine Surcroissance placentaire 

14q32 DLK1 Paternel Glycoprotéine transmembranaire 
Retard de croissance pré- et postnatal, létalité périnatale élevée, obésité 

postnatale 

14q33 MEG3 Maternel ARN non-codant Létalité postnatale, retard de croissance pré- et postnatale 

19q13.4 PEG3 Paternel Protéine à doigt de zinc 
Retard de croissance placentaire et fœtale, comportement maternel 

anormal 
 
Table 2. Gènes soumis à empreinte très exprimés dans le placenta humain connus pour entraîner des phénotypes avec anomalies placentaires de 
croissance, voire létaux, lorsque leur expression est altérée chez le modèle murin. 
Travaux synthétisés dans l’article de Moore et al. (2015) (Moore et al., 2015).
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1.4) Techniques de mesure de méthylation à l’échelle du génome-

entier 

Il existe de nos jours beaucoup de méthodes permettant de mesurer la méthylation, à 

l’échelle d’un CpG unique, d’une région (quelques CpGs consécutifs), d’un gène, d’éléments 

génomiques et également à l’échelle du génome entier (Figure 12). Le choix de la méthode à 

appliquer dépend de la résolution et de la couverture de l’étude (changements globaux ou 

régionaux de méthylation de l’ADN), du coût, de la quantité d’ADN disponible, de la sensitivité 

et la spécificité requise pour l’étude ou encore de la disponibilité d’infrastructures pour l’analyse 

bioinformatique. Nous détaillons ici quelques méthodes couramment utilisées pour l’évaluation 

de la méthylation sur l’ensemble du génome. 

 

Figure 12.  Principales techniques de mesure de méthylation.  
A. Techniques utilisées pour mesurer la méthylation de gènes/régions cibles.  
B. Techniques utilisées pour mesurer la méthylation à l’échelle du génome entier. 
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Méthylation globale 

Les retrotransposons LINE1 sont des séquences répétées qui représentent environ 17% du 

génome (Cordaux & Batzer, 2009). Ainsi, mesurer leur méthylation constitue un bon indicateur 

pour inférer la méthylation globale d’un génome (Yang et al., 2004). Cette mesure s’effectue 

préférentiellement selon la technique du pyroséquençage. Ses avantages se résument à son 

faible coût par échantillon, et sa fiabilité à indiquer les niveaux globaux de méthylation. On 

notera également sa facilité de mise en œuvre et sa rapidité. 

Un dosage enzymatique reposant sur la technique ELISA (anticorps ciblant les 5-

méthylcytosines (5mC) couplé à une détection colorimétrique) est également utilisé pour 

mesurer la méthylation globale d’un génome (Kurdyukov & Bullock, 2016). Ses avantages 

incluent sa facilité et rapidité de mise en œuvre et l’existence de nombreux kits nécessitant 

peu d’ADN pour mesurer la méthylation. 

Le luminometric methylation assay (LUMA) repose sur la comparaison de l’efficacité de 

coupure de l’ADN par les enzymes de restriction MspI et HpaII qui clivent le site de restriction 

C^CGG (Karimi et al., 2006). En effet, MspI clive le site indépendamment de l’état de 

méthylation du CpG alors que HpaII le clive si le CpG n’est pas méthylé, permettant d’évaluer 

par pyroséquençage la méthylation globale d’un échantillon par le ratio de l’intensité des 

signaux générés par l’ADN digéré par les deux enzymes. Ses avantages incluent sa rapidité 

de mise en œuvre, sa faible quantité d’ADN nécessaire et la présence d’un contrôle interne 

tenant compte de la quantité d’ADN présente dans les deux digestions parallèles. Ses 

inconvénients correspondent au fait que l’ADN doit être d’excellente qualité pour que la 

digestion soit optimale, et qu’elle ne cible que les sites CCGG qui est une valeur biaisée de la 

méthylation globale d’un génome. Elle possède également moins de spécificité et sensitivité 

que des techniques équivalentes (Kurdyukov & Bullock, 2016). 

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) repose sur le principe de 

l’hydrolysation de l’ADN en ses bases nucléotidiques 5mC et désoxycytidine, puis séparation 
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de ces produits par chromatographie (Kuo et al., 1980). Le rapport entre les quantifications de 

5mC et désoxycytidine indique alors le niveau de méthylation globale de l’échantillon. La HPLC 

est un « gold standard » de mesure globale de la méthylation en raison de sa précision. 

L’intérêt pour cette méthode reste toutefois très limité en raison de l’équipement nécessaire et 

de la quantité d’ADN très élevée requise. 

Toutes ces techniques mesurant la méthylation globale peuvent être finalisées avec des tests 

statistiques simples (t-test, ANOVA, …) pour comparer plusieurs échantillons et ne sont donc 

pas coûteuses en analyse bioinformatique. Leurs applications préférentielles incluent la 

corrélation entre niveau de méthylation et le mode de vie, le vieillissement, le régime 

alimentaire, et la détection de méthylation aberrante dans différents types de tumeurs qui est 

un marqueur d'initiation et de progression d’un cancer. L’inconvénient majeur de ces 

techniques réside toutefois dans le fait qu’elles n’indiquent qu’une mesure globale de 

méthylation par échantillon, ne permettant pas de trouver des liens fonctionnels pouvant 

expliquer une différence de méthylation.  

Digestion par endonucléase 

La technique de MRE-seq (Methylation sensitive Restriction Enzyme sequencing, également 

connue sous le nom de Methyl-seq) repose sur des enzymes de restriction sensibles à la 

méthylation qui ne sont pas capables de couper les résidus de cytosine méthylés, laissant 

ainsi l'ADN méthylé non clivé (Maunakea et al., 2010). Le MRE-seq consiste ainsi à séquencer 

des fragments de 100-300 pb issus de digestions parallèles de l'ADN par différentes enzymes 

sensibles à la méthylation dans des contextes CpG différents, comme HapII, Hin6I et AciI. 

L'identification des sites de coupure par séquençage fournit des informations sur l'état de 

méthylation des CpGs. L’avantage du MRE-seq est qu’elle mesure la méthylation de l'ADN à 

la résolution d'un CpG unique, avec une bonne répartition dans tout le génome, pour un coût 

compétitif. Son inconvénient est qu’elle dépend des propriétés des enzymes de restriction, et 

offre une couverture assez limitée de tous les CpGs du génome (Saini et al., 2023). De plus, 
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une digestion incomplète par les enzymes augmente significativement les faux positifs (Li & 

Tollefsbol, 2021). 

Enrichissement par affinité 

La technique de MBD-seq repose sur la capture de l’ADN, préalablement fragmenté par 

sonication, par des protéines à domaine de liaison méthyl-CpG (MBD : methyl-binding domain) 

couplée à des billes pour capturer l’ADN méthylé (Lan et al., 2011). L’ADN est ensuite lavé et 

élué avec des concentrations croissantes de sel, les fractions à faible teneur en sel contenant 

des fragments à faible densité de CpG, tandis que les fractions à teneur élevée en sel 

contiennent une forte densité d'ADN méthylé. Les fragments récupérés sont ensuite 

séquencés sur une plateforme à haut débit et nécessitent des infrastructures bioinformatiques 

pour analyser les données de séquençage. Ses avantages incluent sa couverture assez 

complète du génome. Il y a cependant quelques inconvénients notables, comme sa résolution 

faible (mesure de méthylation par région de 150pb et non au CpG unique), sa faible couverture 

des régions peu méthylées comme les îlots CpGs (la sélection basée sur l'affinité est 

généralement biaisée en faveur des régions hyperméthylées), et son incapacité à distinguer 

la méthylation 5mC de l’hydroxyméthylation 5hmC (Li & Tollefsbol, 2021). Ces limites sont 

cependant compensées par son coût intéressant. 

Le MeDIP-seq (Methylated DNA ImmunoPrecipitation sequencing) est souvent comparé au 

MBD-seq étant donné leurs similarités en termes de principe technique, d’avantages et 

d’inconvénients. Cette technique consiste à isoler des fragments d'ADN méthylés (150-200bp) 

à l'aide d'un anticorps dirigé contre la 5mC (immunoprécipitation) puis de leur séquençage à 

haut débit (Weber et al., 2005). Les inconvénients liés au MeDIP-seq sont sa résolution faible, 

et son biais en faveur des régions hyperméthylées, même si elle couvre mieux les régions 

avec une faible densité de CpGs que le MRE-seq. Son coût reste avantageux et elle peut donc 

être favorisée pour des études souhaitant réaliser une cartographie globale d’un méthylome 

et non destinées à la recherche de biomarqueurs précis tels que des CpGs uniques. De plus 
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son application ne se limite pas à la méthylation des CpGs mais la méthylation des cytosines 

dans tous les contextes nucléotidiques de l’ADN (Li & Tollefsbol, 2021). 

Séquençage après conversion par sodium bisulfite 

Le Reduced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS) est une technique de séquençage 

réduite ciblant des régions génomiques sélectionnées via des enzymes de restriction 

(Meissner et al., 2005). L'ADN est d'abord digéré à l'aide d'enzymes de restriction insensibles 

à la méthylation (comme MspI) générant des fragments contenant des CpGs à leurs 

extrémités. Les fragments sont sélectionnés en fonction de leur taille (40-220pb) pour 

conserver des régions riches en CpGs suffisamment petites pour être séquencées. Les 

fragments sont ensuite convertis par sodium bisulfite, transformant sélectivement les cytosines 

non méthylées en uraciles par désamination, tout en laissant les cytosines méthylées 

inchangées (5mC et 5hmC). Les fragments sont amplifiés par PCR puis séquencés sur une 

technologie à haut débit. Ses avantages incluent le fait de ne pas réaliser un séquençage 

complet (très coûteux à l’heure actuelle, environ 1-3% du génome) avec une profondeur de 

séquençage excellente tout en ciblant des régions génomiques d’intérêt  (Beck et al., 2022). 

Cette technique offre de plus des résultats hautement reproductibles, même à partir de faibles 

quantités d’ADN ou dégradé (fort intérêt pour des tissus précieux). La démocratisation de la 

bioinformatique rend cette technique de plus en plus accessible, avec des pipelines d’analyse 

de moins en moins coûteux en temps. Les régions pauvres en CpGs sont toutefois difficilement 

couvertes, ce qui peut refreiner son utilisation pour certaines recherches (régions soumises à 

empreinte parentale notamment).  

Enfin il est possible d’établir l’entièreté du profil de méthylation d’une cellule ou d’un tissu. Via 

la technique de Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS), chaque CpG du génome peut 

être évalué, ce qui constitue la meilleure cartographie possible de la méthylation d’un ADN 

(Frommer et al., 1992). L’ADN est simplement converti par sodium bisulfite, amplifié puis 

séquencé sur une plateforme à haut débit. Il existe des recommandations des paramètres de 



 
35 

séquençage, comme de réaliser un séquençage paired-end (fragment d’ADN séquencé à 

partir de ses deux extrémités) pour augmenter le taux d’alignement, avec une profondeur d’au 

moins 30X (nombre de lectures uniques qui incluent un nucléotide donné) (Rivera & Ren, 

2013). Cependant, le WGBS reste peu utilisé en raison de son coût, même s’il est 

incontournable si l’on veut étudier de façon précise des régions à faible densité en CpGs, non 

couvertes via le RRBS. 

Microarrays (puces à ADN) 

Les techniques fréquemment utilisées afin d’avoir une couverture satisfaisante du génome 

avec des coûts qui restent raisonnables par échantillon sont les puces à méthylation de l’ADN. 

Cette technologie est notamment développée par Illumina qui en a développé 4 modèles. Le 

premier couvrait 1536 CpGs répartis dans 371 gènes essentiellement connus pour être 

impliqués dans différents cancers (GoldenGate Assay, Illumina). Par la suite, les puces se 

sont étendues à toutes les régions du génome, couvrant respectivement plus de 27,000 (27k, 

Illumina), 450,000 (450k, Illumina) et 850,000 (EPIC, Illumina) positions de méthylation au fur 

et à mesure des générations. La puce EPIC a d’ailleurs récemment été élargie à plus de 

935,000 positions sur sa version 2.  

Prenons l’exemple du fonctionnement de la puce EPIC que j’ai eu l’occasion de traiter lors de 

mes travaux de thèse. Après une extraction d’ADN des échantillons à étudier, celui-ci est traité 

au bisulfite de sodium, puis par amplification par PCR, les cytosines méthylées converties en 

uracile sont transformées en thymines. Cet ADN amplifié est disposé sur la puce EPIC, où se 

trouvent des millions de sondes d’hybridation de 50 nucléotides correspondant aux milliers de 

loci ciblés. Il existe deux types de sondes avec chacune leurs propriétés. Les sondes de type 

I fonctionnent par paire : l’une mesure l’état méthylé et l’autre l’état non méthylé (Figure 13). 

Si le locus est méthylé, la cytosine a été conservée dans le fragment d’ADN et s’hybride avec 

la sonde mesurant l’état méthylé. Lors de l’élongation des sondes, un nucléotide possédant 

un fluorochrome peut donc être ajouté, libérant un signal lumineux. Pour ce même locus 
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méthylé, il n’y a pas d’hybridation avec la sonde mesurant l’état non méthylé et donc pas de 

fluorescence dégagée. 

Similairement, si le locus n’est pas méthylé, la cytosine du motif CpG a été convertie en 

thymine via traitement au bisulfite de sodium. Ainsi ce locus ne s’hybride pas sur la sonde 

mesurant l’état méthylé et ne dégage pas de fluorescence. En revanche, sur la sonde 

mesurant l’état non méthylé, le fragment d’ADN amplifié s’hybride et par élongation, un 

nucléotide sera ajouté, émanant un fluorochrome de la même lumière que celui dégagé pour 

le locus méthylé. Ainsi, le niveau de méthylation d’un locus peut s’établir par le rapport 

fluorescence de la sonde méthylée divisé par la somme des fluorescences de toutes les 

sondes. Ce type de sondes a été utilisé pour la conception de la puce 27k mais est retrouvé 

sur l’ensemble des autres puces des générations suivantes, permettant donc la comparaison 

et la reproductibilité d’études ayant utilisé cette technologie. 

Les sondes de type II possèdent un fonctionnement plus direct. La sonde s’hybride avec la 

guanine du motif CpG du fragment d’ADN. Lors de l’élongation, deux cas de figure peuvent se 

produire. Si le locus est méthylé, alors le nucléotide suivant est une cytosine, et par élongation 

et complémentarité des bases, une adénine sera ajoutée à la sonde, libérant un fluorochrome 

rouge. Si le locus est déméthylé, c’est une thymine qui se trouve sur le brin d’ADN, et donc 

par élongation et complémentarité des bases, une guanine est ajoutée à la sonde, libérant un 

fluorochrome vert. La mesure de la méthylation d’un locus se fait donc simplement par le 

rapport entre l’intensité lumineuse verte et la somme des intensités lumineuses. Ce type de 

sonde permet un gain de place, divisant par deux le nombre de sondes par rapport aux sondes 

de type I. 
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Figure 13. Fonctionnement des différents types de sondes retrouvées sur les puces de type Beadchip 
de chez Illumina. 
Les sondes de type I fonctionnent par paire de sondes mesurent l’état méthylé et l’état non méthylé. En 
présence de méthylation (Cas n°1), la sonde mesurant l’état méthylé s’hybride complètement avec le 
fragment d’ADN au niveau du locus CpG, permettant l’élongation de la sonde et la libération d’un 
fluorochrome. La sonde mesurant l’état non méthylé ne s’hybride pas avec le fragment d’ADN au niveau 
du locus CpG, ne libérant pas de signal lumineux. L’inverse se produit lors de l’absence de méthylation 
(Cas n°2). 
Les sondes de type II s’hybrident directement au niveau de la guanine du motif CpG. Si le fragment 
d’ADN était initialement méthylé (Cas n°1), un fluorochrome vert associé à la guanine est ajouté lors de 
l’élongation de la sonde par complémentarité avec la cytosine. Si le fragment d’ADN n’était initialement 
pas méthylé (Cas n°2), un fluorochrome rouge associé à l’adénosine est ajouté lors de l’élongation de 
la sonde par complémentarité avec la thymine. 
 

 
Les avantages des puces incluent leur coût par échantillon, leur comparabilité entre différents 

jeux de données (mêmes CpGs couverts), leur praticité à mettre en œuvre, et leur couverture 

du génome (au moins une sonde dans 99% de tous les gènes connus). En revanche, la 

dernière des puces (EPIC) ne représente que 0,4% de tous les loci de méthylation du génome 

ce qui offre une couverture limitée de certaines régions. Il existe également plusieurs biais 
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compétences et infrastructures disponibles pour l’analyse bioinformatique et statistique 

(cluster de calcul pour traitement des données de séquençage, tests statistiques simples pour 

la méthylation globale). 

1.5) Analyses bioinformatiques des données de méthylation 

issues de puces 

La méthylation de l’ADN mesurée sur puces faisant l’objet de cette thèse, intéressons-

nous plus précisément à la méthodologie du traitement des données et permettant d’évaluer 

in fine l’état méthylé ou non d’un CpG suivant différents échantillons. Après une étape de 

lavage, les puces sont soumises à un scanner qui va mesurer l’intensité des signaux de 

méthylation, c’est-à-dire la fluorescence émise par les nucléotides marqués par fluorochromes 

et hybridés à chaque sonde complémentaire identifiée. L'intensité de ce signal dépend de la 

quantité d’hybridation à chaque locus pour chaque échantillon. Il existe des sondes contrôles 

(c’est-à-dire sans signal attendu) permettant d’estimer le signal de fond, afin d’éviter la création 

de bruit de fond dans les données finales. En sortie, la lecture des plaques permet d’obtenir 

des fichiers au format .idat, qui possèdent l’information de la fluorescence pour chaque 

échantillon déposé sur la plaque et pour chaque couleur (un fichier vert et un fichier rouge 

correspondant à des longueurs d’onde de scanner différentes). 

Un traitement bioinformatique permet de convertir ce fichier d’intensité lumineuse à une valeur 

de méthylation pour chaque locus étudié et de réaliser une analyse différentielle de la 

méthylation entre échantillons, dont un résumé est fourni en Figure 14. 
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Figure 14. Pipeline générique d’analyse de données issues de puces à méthylation de l’ADN. 

1.5.1) Contrôle qualité 

Une fois le signal lumineux converti, on obtient pour chaque CpG une beta-valeur qui 

correspond au pourcentage de méthylation du CpG, comprise entre 0 et 100%. Ces valeurs 

ont un fort pouvoir d’interprétation du fait de leur simplicité de compréhension, mais 

statistiquement, elles ont une puissance faible à cause de leur hétéroscédasticité pour les très 

fortes et très faibles valeurs de méthylation (Du et al., 2010). Cela signifie que dans le contexte 

de régression linéaire, notamment utilisée par la suite pour réaliser les analyses différentielles, 

la variance des erreurs du modèle de régression n’est pas la même pour toutes les 

observations (variance non homogène), ce qui représente un biais statistique. Les M-valeurs 

pallient ce problème, en se définissant par le logarithme base 2 du rapport entre intensité 

méthylée et non-méthylée. Une M-valeur positive indique que l’intensité lumineuse du signal 

méthylé est plus forte, et si elle est négative, à l’inverse, l’intensité lumineuse est plus faible. Il 
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est donc recommandé d’utiliser les M-valeurs lors de tout calcul statistique (valeur entre -Inf 

et +Inf) et d’utiliser les beta-valeurs pour toute interprétation et visualisation des données 

(valeur entre 0 et 100%) (Du et al., 2010). 

Avant tout calcul statistique, il est nécessaire de contrôler la qualité des données ainsi 

obtenues. Les puces à méthylation de l’ADN possèdent de nombreuses sondes permettant de 

l’évaluer. Principalement, il convient d’éliminer toutes les sondes dont le signal n’est pas 

différenciable du bruit de fond, à l’aide des sondes de contrôle négatif qui sont conçues de 

telle sorte qu’elles ne peuvent pas s’hybrider à l’ADN et ne dégagent pas de fluorescence. 

Chaque sonde de la puce se voit attribuer une p-valeur de détection indiquant si l'intensité 

mesurée est probablement un véritable signal et non un bruit de fond, et les sondes ne pouvant 

pas être discernées doivent être exclues. On peut également s’interroger sur la pertinence 

d’un échantillon comportant un trop grand nombre de sondes non détectées. Une deuxième 

information utile est la densité de distribution des beta-valeurs, qui doit afficher deux pics 

(distribution bimodale), un pour les valeurs très méthylées et un pour les très faiblement 

méthylées (Figure 15). 

 

Figure 15. Une représentation de la courbe de densité de distribution classique des beta-valeurs sur 
une puce 450k (échantillons-tests du package R minfiData). 
 
 
Ces deux paramètres sont principalement utilisés et permettent d’identifier les échantillons à 

potentiellement exclure avant de futures analyses. Des sondes internes de contrôle permettent 
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par ailleurs la vérification de la bonne conversion au bisulfite, des performances d’hybridation, 

du nettoyage des fragments non hybridés ou encore de l’extension. 

1.5.2) Normalisation 

Le rôle de la normalisation est d’éliminer les sources de variation technique sur une 

même puce, tout en maintenant les différences biologiques importantes pour l’interprétation 

des données. Une des particularités des techniques de mesure de méthylation via puces est 

la présence des deux types de sondes I et II qui sont techniquement très différentes. 

Spécifiquement, sur la puce 450k il est estimé que 57% des sondes de type I mesurent des 

CpGs se trouvant dans des régions d’îlots CpGs (comportant généralement un faible niveau 

de méthylation), contre 21% seulement pour les sondes de type II (Maksimovic et al., 2012). 

Ainsi les sondes de type I et II affichent des distributions d’intensité de méthylation très 

différentes du fait de leur couverture, avec un signal non-méthylé plus fort pour les sondes de 

type I en raison de leur couverture préférentielle de CpGs situés dans des îlots CpGs (Figure 

16).  

 

Figure 16. Distributions des intensités des signaux de méthylation des types de sondes Infinium I et II 
pour toutes les sondes d’une puce 450k (premier échantillon-test du package R minfiData). 
Les différences qualitatives de distributions d'intensité sont probablement dues aux différences 
biologiques entre les régions que les deux types de sondes couvrent. 
 
 
Pour minimiser les variations indésirables au sein d'un même échantillon et entre les 

échantillons, plusieurs méthodes de normalisation des données peuvent être appliquées. En 

fonction du type de tissu, du plan expérimental, et des hypothèses de recherche, chaque 
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méthode présente des avantages et des inconvénients (Hicks & Irizarry, 2015). Deux 

normalisations sont principalement utilisées car elles ont été développées spécifiquement pour 

l’analyse de données de puce à méthylation et les contraintes liées à la présence des différents 

types de sondes (I et II) sur une même puce. 

La méthode SWAN (“Subset-quantile Within Array Normalization”) consiste à appliquer à une 

sélection aléatoire de sondes de type I et II la normalisation classique par quantiles, et 

d’interpoler linéairement la normalisation au reste de la puce. Plus spécifiquement, la sélection 

se fait sur des sondes similaires (1, 2 ou 3 CpGs sur leur contenu en CpG), car une sonde 

nucléotidique peut contenir plusieurs CpGs sur sa séquence même si un seul est interrogé. Il 

y a proportionnellement plus de sondes de type I contenant deux voire trois CpGs du fait 

qu’elles couvrent biologiquement plus d’îlots CpGs. Sur ces sondes à plusieurs CpGs, la 

méthylation des CpGs adjacents est considérée comme très similaire d’un CpG à l’autre pour 

les sondes de type I et sont conçues de sorte que les CpGs en amont de la sonde aient le 

même statut de méthylation que le CpG ciblé (CG si méthylé, CA sinon). A l’opposé, les 

sondes de type II sont plus souples et permettent de mesurer la méthylation d’un CpG ciblé 

de façon indépendante de la présence d’autres CpGs méthylés ou non en amont de la sonde 

grâce au polymorphisme de la sonde (combinaison de CA et CG). On remarque que la 

distribution des intensités de méthylation pour les sondes contenant respectivement 1, 2 ou 3 

CpGs est proche avant normalisation entre les sondes de type I ou II (Figure 17). La 

normalisation SWAN repose sur le principe d’égalité de distribution des signaux de méthylation 

suivant les sondes de type I et II lorsqu’elles sont égales en nombre de CpG contenus. 
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Figure 17. Distributions des intensités des signaux de méthylation des types de sondes Infinium I et II 
pour les sondes contenant 1,2 ou 3 CpGs sur une puce 450k (premier échantillon-test du package R 
minfiData). 
A. Un seul CpG dans le corps de la sonde. 
B. Deux CpGs dans le corps de la sonde. 
C. Trois CpGs dans le corps de la sonde. 
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La deuxième méthode couramment utilisée est la normalisation BMIQ (« Beta-MIxture 

Quantile normalisation ») (Figure 18). Elle repose sur la décomposition des signaux de 

méthylation en trois distributions détaillant l’état non-méthylé (0%), hémi-méthylé (50%) ou 

totalement méthylé (100%), la transformation de ces probabilités en quantile avant une étape 

de transformation de dilatation. Le détail statistique complexe de cette démarche est décrit 

dans Teschendorff et al. (2013) (Teschendorff et al., 2013). En résumé, cette méthode ajuste 

les valeurs obtenues via les sondes de type II sur celles obtenues via les sondes de type I, car 

il a été observé que les valeurs de méthylation issues de sondes de type II tombaient dans 

une fenêtre plus réduite (moins de sensibilité aux valeurs extrêmes de méthylation) que celles 

de type I et qu’elles étaient moins reproductibles (Dedeurwaerder et al., 2011). 

 
Figure 18. Distributions des intensités des beta-valeurs des types de sondes Infinium I et II comparées 
avant et après normalisation BMIQ et SWAN. 
 
 
D’autres méthodes de normalisation peuvent être appliquées pour ces technologies et utilisent 

la correction du bruit de fond ou le biais du fluorochrome, comme la correction noob (« normal-

exponential out-of-band »). Un résumé des différentes méthodes de normalisation 

couramment utilisées et leur fondement statistique est fourni en Table 3.
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 SWAN BMIQ noob FunNorm dasen pQuantile RCP 

Correction du bruit 
de fond 

Non Oui Oui Non Oui Non Oui 

Biais corrigé 
Biais dû aux 

sondes de type I/II 
Biais dû aux sondes 

de type I/II 
Biais du 

flurorochrome Biais dû au batch 
Biais dû aux sondes 

de type I/II 

Biais dû aux 
sondes de type I/II, 

biais de sexe 

Biais dû aux sondes 
de type I/II 

Régions 
génomiques 

ajustées 
Non Non Non Non Non Oui (même 

contexte CpG) 

Oui (paires de 
sondes proches de 
25 paires de base + 

même contexte 
CpG) 

Méthode statistique 
Normalisation des 
sous-ensembles 
par les quantiles 

Normalisation par 
les quantiles basée 
sur un modèle de 

mélanges de 3 
distributions beta 

Normalisation 
normale-

exponentielle par 
les quantiles 

Normalisation 
fonctionnelle 

Normalisation par 
les quantiles basée 
sur un modèle de 

mélanges de 
distributions beta 

Normalisation 
stratifiée par les 

quantiles 

Normalisation par 
les quantiles 

Type de 
normalisation 

Dans une même 
puce 

Dans une même 
puce 

Dans une même 
puce 

Entre puces Entre puces Entre puces 
Dans une même 

puce 

 
Table 3. Différentes méthodes de normalisation couramment utilisées pour l’analyse de puces à méthylation et leurs caractéristiques. 
Comme elles ne corrigent pas les mêmes biais, il peut être intéressant de combiner plusieurs approches, comme la méthode noob+BMIQ pour corriger le 
biais dû au type de sondes ainsi que le biais du fluorochrome. L’intérêt statistique de ces différentes méthodes et leur puissance est discutée dans Liu et 
Siegmund (2016) (Liu & Siegmund, 2016). Table adaptée depuis Sala et al. (2020) (Sala et al., 2020).
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1.5.3) Filtrage 

En dehors des sondes de mauvaises qualité exclues en raison de leur faible signal, 

d’autres sondes ciblant des régions du génome peuvent afficher des M-valeurs et beta-valeurs 

biaisées. En effet, la présence de polymorphismes nucléotidiques (single nucleotide 

polyphormism, SNPs) dans le corps d’une sonde ou au niveau de son extension peut modifier 

l’affinité de la sonde avec les fragments d’ADN (Daca-Roszak et al., 2015; Pidsley et al., 2016). 

Il existe également des sondes qui ne sont pas spécifiques à une seule région de génome, 

dites à réactivité croisée car elles capturent des fragments d’ADN correspondant à des 

positions du génome multiples (Chen et al., 2013). L’exclusion de ces sondes est nécessaire 

pour la fiabilité de l’analyse. Dans certains cas, on peut exclure les sondes situées sur les 

chromosomes sexuels car leur méthylation est naturellement asymétrique suivant le sexe, 

mais ce n’est pas obligatoire du moment que le sexe est pris en compte dans la suite des 

analyses. Certains packages R proposent des fonctions qui permettent d’éliminer ces sondes 

comme le package minfi (Aryee et al., 2014). 

1.5.4) Analyse différentielle 

Après avoir adéquatement préparé les données vient le moment de chercher à 

répondre aux questions biologiques posées, par exemple savoir s’il existe des niveaux de 

méthylation spécifiques d’une condition dans certaines parties du génome. On peut distinguer 

deux grands types d’analyse : la recherche de CpGs individuels différentiellement méthylés 

(DMPs, differentially methylated positions) ou plus largement de régions (plusieurs CpGs) 

différentiellement méthylées (DMRs, differentially methylated regions). 

La recherche de DMPs est intéressante dans le sens où les puces à méthylation de l’ADN 

couvrent l’ensemble du génome mais dans des proportions restreintes. Elle peut donc donner 

une idée des gènes, des types de régions génomiques (promoteur, exon, région régulatrice, 

…) susceptibles d’être épigénétiquement dérégulés suivant les conditions évaluées. 
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Pour identifier des DMPs, on utilise principalement la régression linéaire qui permet d’évaluer 

pour une variable quantitative ou qualitative la différence de méthylation entre individus 

comparés. Dans ce cas, la variable expliquée est le niveau de méthylation d’un CpG (M-valeur) 

et les variables explicatives sont la condition à évaluer plus les facteurs de confusion. Ces 

facteurs de confusion peuvent être d’ordres techniques et biologiques. Au sens technique, 

l’effet « batch » peut survenir lorsque pour une même expérience, des échantillons ont été 

préparés à des moments différents, quand bien même le protocole était le même. Il peut aussi 

y avoir des différences techniques entre puces préparées au même moment, et même entre 

échantillons d’une même puce suivant leur positionnement. Au sens biologique, on connaît 

une multitude de facteurs influençant les profils de méthylation. Les plus importants sont l’âge 

(Boks et al., 2009; Christensen et al., 2009; Rakyan et al., 2010; Seale et al., 2022), la 

composition cellulaire du tissue étudié (Houseman et al., 2012, 2015) et le sexe mais suivant 

le tissu et la population étudiée, il est judicieux d’ajuster pour d’autres facteurs connus 

(exemple : phase du cycle menstruel pour l’endomètre (Saare et al., 2016; Tsai et al., 2018), 

tabagisme, traitement médical, co-morbidité, polymorphisme génétique). Lorsque la 

composition cellulaire est inconnue, des algorithmes de déconvolution permettent de l’estimer 

à partir des niveaux de méthylation provenant d’échantillons référence de chaque sous-type 

cellulaire purifié (Teschendorff et al., 2017). En effet, certains CpGs sont caractéristiques de 

certains types cellulaires et ont un très fort pouvoir discriminant (très méthylé dans un type 

cellulaire alors que très déméthylé dans tous les autres types cellulaires). Ils établissent ainsi 

un profil de référence de chaque type cellulaire. La déconvolution consiste à interpréter le profil 

de méthylation d’un échantillon comme la somme linéaire pondérée des profils de référence 

de méthylation de chaque type cellulaire. 

Les moyennes et les erreurs standard de méthylation estimées pour chaque groupe comparé 

sont ensuite utilisées pour calculer une statistique de test-t modéré et une p-valeur indiquant 

le niveau de méthylation différentielle entre les groupes. Comme un nombre très conséquent 

de CpGs est testé (>800 000 pour la puce EPIC), on augmente proportionnellement la 
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probabilité que chaque CpG testé soit déclaré à tort significativement différentiellement 

méthylé (on parle d’erreur de type I, on encore de taux de faux positifs). Il convient corriger les 

p-valeurs pour que le risque d’erreur de type I soit contrôlé via une technique de correction 

des tests multiples comme le « false discovery rate » (FDR) ou la correction de Bonferroni. La 

sélection finale des DMPs significatives doit se faire sur la base du seuil de significativité de la 

correction des tests multiples (généralement FDR<0.05) et également sur la différence de 

méthylation entre groupes comparés (taille de l’effet ou deltabeta) qui doit être réglée pour que 

>80% des CpGs testés aient >80% de puissance statistique à détecter cette différence 

(Mansell et al., 2019). Cette dernière valeur est dépendante de la taille d’échantillon et du 

nombre de CpGs testés. 

La recherche de régions différentiellement méthylées (DMRs) est possible à partir du moment 

où plusieurs DMPs ont été identifiées. Les DMRs permettent de se défaire de la redondance 

spatiale des DMPs car il est prouvé que des CpGs adjacents ont souvent des valeurs de 

méthylation très corrélées (Guo et al., 2017a; Affinito et al., 2020). De plus, elles apportent 

une information robuste et possèdent une implication fonctionnelle plus importante qu’une 

DMP individuelle. Le package R dmrcate repose sur le principe de lissage des p-valeurs des 

DMPs dans une fenêtre de 1000 paires de base ajustable, à l’aide d’un noyau gaussien (Peters 

et al., 2015). Les paramètres de définition d’une région sont adaptables par chaque utilisateur. 

Dans nos études par exemple, nous utilisons les critères qu’une région doit contenir au moins 

2 CpGs et qu’une région ne peut contenir de CpGs distants de plus de 1000 paires de base. 

Ce sont les paramètres recommandés par le package dmrcate pour optimiser la recherche de 

DMRs. 

1.5.5) Annotation et interprétation 

La compréhension globale d’un jeu de données de méthylation de l’ADN grâce à de nombreux 

outils statistiques et de visualisation est importante. Par exemple, l’application de techniques 

de réduction de dimension comme l’analyse en composantes principales et la classification 
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ascendante hiérarchique sont des outils utiles pour inspecter les similarités globales entre 

échantillons biologiques. Après analyse différentielle, les diagrammes en volcan 

(« volcanoplot ») et les diagrammes de Manhattan permettent d’inspecter la distribution de 

tous les CpGs respectivement en terme d’hypo-/hyper-méthylation et de localisation dans le 

génome (Figure 19). 

 

 
 
Figure 19. Exemple de visualisations possibles après analyse différentielle. Issu de l’analyse du jeu de 
données test du package minfiData.  
A. Le volcanoplot montre les différences de méthylation entre deux groupes testés, et leur significativité.  
B. Le Manhattan plot montre la répartition des CpGs différentiellement méthylés le long du génome. 
 
 
L’annotation de chaque CpG et région différentiellement méthylés est cruciale pour leur 

interprétation. Il existe des bases d’annotation préconçues fournies par le constructeur de 

puces ou développées dans des packages R qui donnent une indication du gène où se 

localisent les CpGs mais aussi dans quels éléments génomiques, comme les régions 

régulatrices (promoteur, exon, intron, …). Chacun est libre d’annoter sa propre base, à l’aide 

de bases d’annotation fournies par le NCBI, l’UCSC ou Ensembl.  

A l’issue de l’obtention d’une liste de DMPs et de DMRs il est possible de réaliser une analyse 

d’enrichissement en Gene Ontology (GO) sur les gènes où elles sont localisées (en séparant 

les DMPs/DMRs suivant leur hypo- ou hyper-méthylation). Cette méthode repose sur un test 

hypergéométrique qui évalue la sur- ou sous-représentation d’un ensemble de gènes d’une 

même ontologie (groupe de gènes qui ont les mêmes fonctions moléculaires, ou impliqués 

dans les mêmes processus biologiques, ou localisés dans les mêmes compartiments 
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cellulaires) en comparaison de l’ensemble des gènes exprimés pour le tissu et la condition 

étudiés. Cette approche est possible avec les puces à méthylation de l’ADN mais doit prendre 

en compte que la couverture en CpGs par les puces n’est pas identique pour chaque gène, 

ce qui constitue un biais si l’on veut utiliser l’approche GO classique car certains gènes ont 

plus de probabilité d’être identifiés comme différentiellement méthylés. La fonction gometh du 

package R missMethyl corrige ce biais et permet d’appliquer de façon juste le principe de la 

GO (Maksimovic et al., 2021).  

Les analyses dites « intégratives » de données multi-omiques offrent la possibilité de mieux 

comprendre des processus biologiques complexes en combinant des données biologiques à 

différentes échelles, de la séquence ADN en elle-même, au protéome et au métabolome, en 

passant par l’épigénome et le transcriptome. La corrélation entre les niveaux de méthylation 

dans le corps d’un gène, son promoteur et d’autres régions régulatrices avec des données 

d’expression des gènes permet de mesurer les conséquences biologiques de certaines 

modifications de méthylation de l’ADN (Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015). 

L’association entre des variations génétiques types SNPs et des niveaux de méthylation 

permet d’établir des traits quantitatifs de méthylation (mQTL). En outre on peut identifier pour 

certaines maladies avec des variations génétiques connues si ces variations influent sur la 

méthylation des CpGs environnants, à l’aide d’outils comme ANNOVAR (Wang et al., 2010; 

McRae et al., 2018). 

Dans l’idéal, le recours à des cohortes indépendantes de validation des résultats doit être 

systématisé pour attester de la robustesse d’un résultat. Pour les DMRs les plus fortes ou les 

gènes avec une forte prévalence de DMPs, il peut être intéressant d’utiliser une méthode 

expérimentale alternative d’évaluation de la méthylation, comme le pyroséquençage afin de 

vérifier la reproductibilité et la précision des résultats. 

Pour aller encore plus loin, l’application d’algorithmes de machine learning a pris son essor 

depuis quelques années. Depuis 2013, l’établissement d’une horloge épigénétique via la 



 
51 

méthode de régression « Elastic net » permet de déterminer l’âge biologique de n’importe quel 

être humain (Horvath, 2013). En effet, en réduisant l’âge chronologique de 8000 échantillons 

de tous types cellulaires sur un ensemble de plus de 20 000 CpGs, cet algorithme a 

sélectionné 353 CpGs prédictifs de l’âge, permettant de calculer un « âge épigénétique ». Il 

s’avère qu’une différence positive entre l’âge épigénétique et l’âge chronologique (qualifiée 

d’accélération épigénétique) témoigne d’une accélération du vieillissement cellulaire et 

augmente la susceptibilité à de nombreuses maladies (Horvath & Raj, 2018; Seale et al., 

2022). 

La recherche de biomarqueurs de méthylation est un axe prometteur pour le diagnostic 

clinique de nombreuses maladies. De façon plus spécifique, on peut également inférer la 

composition cellulaire d’un individu à partir de niveaux de méthylation comme évoqué 

précédemment (package R EpiDISH) (Teschendorff et al., 2017), mais également prédire la 

méthylation aux loci situés dans les éléments transposables à partir d’un nombre réduit de 

CpGs (package R REMP) (Zheng et al., 2017). 

1.5.6) Les méta-analyses d’études d’association à l’échelle de 

l’épigénome 

Les études d’association à l’échelle de l’épigénome (EWAS) reposant sur des 

échantillons de petite taille ne permettent pas de détecter de faibles différences de méthylation 

et sont susceptibles de contenir un taux de faux positifs élevé. Il est notamment évalué que 

pour détecter une différence de méthylation de 2% entre deux groupes avec une puissance 

statistique supérieure à 80% via la puce EPIC, il faudrait plus de 500 échantillons par groupe, 

et au moins 100 par groupe pour une différence de 5% (Mansell et al., 2019). La plupart des 

EWAS sont très éloignées de ces valeurs. Au vu de l’importance d’explorer les effets 

épigénétiques en lien ou causés par certaines conditions, il apparaît nécessaire que les 

résultats individuels des petites et larges études soient valorisés par le biais d’une méta-

analyse. Cette synthèse statistique permet une réexploitation beaucoup plus fine des données 
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de chaque étude individuelle par l’agrégation des différentes cohortes étudiées. Cette méthode 

robuste a donc vocation d’identifier des biomarqueurs de méthylation de l’ADN associés à une 

condition (DMPs et DMRs). 

Pour la méta-analyse, l’outil METAL adapté pour les méta-analyses des études d’association 

à l’échelle du génome est couramment utilisé pour les données de méthylation de l’ADN (Willer 

et al., 2010). METAL calcule une taille d’effet groupé pour chaque position génomique étudiée 

en pondérant chaque effet d’études individuelles par l’inverse de l’écart-type. Un modèle à 

effet aléatoire ou fixe peut être choisi suivant l’hétérogénéité des populations étudiées, qui est 

généralement calculée avec un test Q de Cochran (Cochran, 1954). Les positions génomiques 

de méthylation franchissant le seuil d’une p-valeur ajustée inférieure à 0.05 sont généralement 

considérées comme DMPs. Il est possible de rajouter des critères de sélection des DMPs 

suivant la différence de méthylation moyenne entre les groupes ou le nombre d’études où 

l’association entre phénotype et méthylation était positive ou négative. 

Pour des études ciblées de la méthylation (PCR, pyroséquençage, …), les méta-analyses sont 

également applicables avec des outils statistiques standards (modèle à effet aléatoire ou fixe) 

mais il faut s’assurer auparavant que les régions étudiées dans chaque étude indépendante 

soient identiques.  

2) Le transcriptome 

Le transcriptome comprend l’ensemble des ARNm issus du génome. Il représente ainsi 

l’expression des gènes d’une cellule ou d’un tissu à un moment donné (National Human 

Genome Research Institute, 2020).  

Les ARNm sont issus de la transcription, qui est le mécanisme biologique se déroulant dans 

le noyau correspondant à la copie d’un segment d’ADN en ARN. Elle se déroule en 3 phases, 

l’initiation, l’élongation et la terminaison. Lors de l’initiation, une ARN polymérase se fixe dans 

la région promotrice d’un gène, ce qui entraîne le déroulement de la double hélice d’ADN. 
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Cette fixation est permise par un ensemble de protéines qu’on appelle facteurs de transcription 

et qui reconnait certains motifs nucléotidiques spécifiques des régions promotrices, comme 

les boites TATA (séquences riches en motif TA). L’ARN polymérase progresse ensuite le long 

du brin matrice d’ADN en synthétisant un transcrit d’ARN dans le sens 5’ -> 3’ (élongation), en 

appariant les nouveaux nucléotides de l’ARN au brin matrice d’ADN. La molécule d’ARN se 

détache progressivement du brin d’ADN transcrit au fur et à mesure de l’avancée de la 

polymérase. L’ARN est finalement clivé (terminaison) après transcription d’une séquence de 

polyadénylation. On obtient alors un ARN pré-messager qui doit être maturé post-transcription 

avant d’être traduit en protéine. Cette maturation implique différentes modifications 

enzymatiques comme l’ajout d’une coiffe méthylguanosine en 5’ permettant la reconnaissance 

de l’ARNm par les ribosomes pour la traduction, l’ajout d’une queue poly-A de 50 à 250 

adénines en 3’ par une poly-A polymérase permettant la stabilité de l’ARNm (facilite le 

transport, protège de la dégradation, aide à la fixation sur les ribosomes). Enfin, l’ARN pré-

messager est excisé de certaines séquences, puis suturé. On parle du processus d’épissage 

de l’ARN, qui élimine les introns (séquences non codantes d’un gène) et conserve les exons 

(séquences destinées à être exprimées). Il est réalisé à l’aide d’un complexe de particules 

ribonucléoprotéiques appelé splicéosome. On obtient alors un ARNm mature, qui pourra être 

transféré en dehors du noyau, vers les ribosomes afin d’initier la traduction en protéines. 

En lien avec la reproduction, il est primordial de connaître l’effet de différentes techniques 

d’AMP sur le transcriptome de l’ovocyte et de l’embryon précoce, des étapes du 

développement où le transcriptome apparaît très vulnérable.  
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2.1) Le transcriptome ovocytaire, sentinelle du développement 

embryonnaire 

 
2.1.1) Objectifs 

La folliculogenèse et la maturation ovocytaire se manifestent par des changements 

transcriptionnels et physiologiques/morphologiques qui devraient fournir des conditions 

optimales pour la fécondation et le transport de transcrits maternels essentiels qui contrôleront 

les premières divisions embryonnaires (Eppig, 1996; Watson, 2007; Conti & Franciosi, 2018) 

(Figure 20).  

Dans les follicules pré-antraux, la chromatine est décondensée, ce qui rend l'activité 

transcriptionnelle élevée et répond aux besoins de croissance du follicule à cette période 

(Luciano et al., 2012; Gu et al., 2019). A partir du follicule tertiaire, la chromatine des ovocytes 

se condense progressivement et l'activité transcriptionnelle est finalement interrompue lorsque 

les ovocytes atteignent la rupture de la vésicule germinale (GVBD), ce qui entraîne une 

dégradation drastique de l'ARNm, comme constaté dans le modèle murin (Wu & Dean, 2020; 

Jiang et al., 2023). Une dégradation maternelle (M-decay), nécessaire pour ouvrir la voie à 

l’activation du génome embryonnaire, a lieu pendant la maturation finale de l'ovocyte tandis 

que la dégradation zygotique (Z-decay) a lieu après la fécondation (Sha et al., 2020; Cornet-

Bartolomé et al., 2021; Tora & Vincent, 2021; Jiang et al., 2023). 
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Figure 20. Dynamique du développement ovocytaire et de son transcriptome. 
GVBD. Germinal Vesicle Breakdown. 
 
 
Au cours des dernières années, la technique de RNA-seq a été utilisée pour établir le profil du 

transcriptome des ovocytes en croissance et en maturation chez l’Homme, mais aucune étude 

n'a agrégé de manière exhaustive les données qui en émanent. Évaluer l'ensemble de ces 

données afin de mieux identifier les processus clés impliqués dans la croissance et la 

maturation des ovocytes devrait permettre d'identifier les exigences transcriptomiques 

fondamentales de l'ovocyte à tout moment de sa croissance et la régulation des ARNm qui en 

résulte. 

2.1.2) Matériels et méthodes 

Une réanalyse bioinformatique de 7 jeux de données précédemment publiés quantifiant 

le transcriptome ovocytaire humain depuis le follicule primordial jusqu’au stade MII a été 

réalisée, en standardisant la quantification de l’expression des gènes pour chacun d’entre eux 

pour assurer leur comparabilité. 

Dans un premier temps, un jeu de données single-cell RNA-seq a permis de retracer la 

cinétique du transcriptome depuis le stade follicule primordial jusqu’au follicule antral. La 

folliculogenèse étant probablement un processus dynamique, une analyse « pseudotime » a 

été mise en œuvre en utilisant la méthode de réduction de dimension PHATE (Potential of 

Heat-diffusion for Affinity-based Trajectory Embedding) pour trouver les gènes 
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différentiellement exprimés (DEGs) tout au long de la folliculogenèse. Le « pseudotime » est 

une métrique qui peut être interprétée comme une distance temporelle entre 1 cellule et son 

précurseur. Cette méthode permet d’identifier les gènes dont l’expression change 

dynamiquement au cours de la croissance de l’ovocyte, de manière continue et 

indépendamment du stade du follicule dans lequel se trouve l’ovocyte. Nous avons choisi 

PHATE en raison de sa capacité à capturer l'hétérogénéité et à réduire le bruit mieux que les 

autres méthodes de réduction de la dimensionnalité (Moon et al., 2019). 

Concernant la maturation ovocytaire depuis le stade vésicule germinale (GV) jusqu’au stade 

métaphase II (MII, ovocyte mature), les résultats d’analyse différentielle individuelle (MII-GV) 

(taille de l’effet (logFC) et p-valeur) pour chaque gène de 6 jeux de données ont été méta-

analysés en utilisant un modèle à effets aléatoires.  

2.1.3) Résultats 

Nous avons décodé les événements régulateurs des ARNm maternels qui conduisent 

l'ovocyte à croître puis à subir de multiples types de maturation (cytoplasmique, nucléaire, 

épigénétique, structurale). L'atlas des modifications transcriptomiques décrit dans cette étude 

permettra à l'avenir d'identifier plus précisément les transcrits impliqués dans la croissance 

folliculaire et les échecs de maturation ovocytaire. 

Notre analyse comparative a révélé des voies biologiques signatures activées et réprimées 

dans les ovocytes à différents stades folliculaires. Le stade primordial peut refléter une forte 

communication entre l'ovocyte et ses cellules environnantes, qui se manifeste par une 

régulation à la hausse des gènes liés à l'adhésion cellulaire, à la prolifération des cellules 

épithéliales et à l'organisation des fibrilles de collagène, qui tendent à être réduites par la suite. 

De plus, une régulation à la baisse de la traduction cytoplasmique a été observée dans les 

follicules antraux alors que l'activité la plus élevée a été observée dans les follicules 

primordiaux, ce qui corrobore les résultats selon lesquels les ARNm maternels ne sont 

progressivement plus traduits mais stockés jusqu'à ce qu'ils soient dégradés ou traduits après 
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la reprise de la méiose à la suite de la GVBD. Les ovocytes des follicules primordiaux 

présentent également une régulation à la baisse des voies du cycle cellulaire, ce qui 

correspond à leur arrêt au stade diplotène de la méiose I jusqu'à leur activation. Dans le 

follicule antral, les gènes de transition du cycle cellulaire sont régulés à la hausse, ce qui 

pourrait correspondre à l'acquisition de la compétence méiotique pour soutenir la maturation 

prochaine des ovocytes.  

Les ovocytes au stade du follicule primaire ne présentent pas un profil transcriptomique très 

spécifique par rapport au follicule primordial. La transition entre les deux stades est 

probablement liée à une accumulation non-spécifique d'ARNm, ce qui signifie que les ovocytes 

du follicule primaire accumulent l'ARNm de manière drastique mais non sélective.  

Ensuite, la transition d'un ovocyte de follicule primaire à un ovocyte de follicule secondaire est 

marquée par un changement dans les voies métaboliques mobilisées pour consommer de 

l’énergie (activation de la synthèse d'ATP mitochondriale, respiration aérobie et 

phosphorylation oxydative). 

Enfin, les ovocytes des follicules antraux semblent arrêter cette activité énergétique, peut-être 

passivement (régulation à la baisse de la respiration aérobie et des voies de phosphorylation 

oxydative) en raison de la difficulté d'accès à l’oxygène dans un micro-environnement clos 

(Redding et al., 2008; Thompson et al., 2015; Lim et al., 2021). Nous avons également observé 

que les ovocytes des follicules antraux présentent une capacité accrue à réparer les altérations 

de l'ADN par rapport aux autres stades (régulation à la hausse de la voie de recombinaison 

homologue), ce qui est confirmé par des observations antérieures (Winship et al., 2018). 

Par ailleurs, nous avons mieux caractérisé la dégradation subie par les ARNm maternels 

pendant la fin de l'ovogenèse. Nous avons constaté une baisse moyenne de 30 % de l'ARNm 

total entre le stade GV et le stade MII dans l'ensemble des études. Nous montrons par ailleurs 

la régulation négative sélective de certains transcrits; ceux associés à la production d'énergie 

et aux fonctions mitochondriales ont été largement régulés à la baisse, tandis que ceux 
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associés à la traduction cytoplasmique, à la modification des histones, aux processus 

méiotiques et aux processus de l'ARN ont été conservés.  

2.1.4) Article 1 - Overview of Gene Expression Dynamics during Human 

Oogenesis/Folliculogenesis 
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Supplementary Figure S1. Transcriptomic analysis of variable genes along 
folliculogenesis. A. Heatmap of all DEGs in all comparisons between the follicle stages. B. 
PHATE dimensionality reduction of the whole expression dataset colored by follicle stage with 
patient origin for each oocyte notified by a letter. 
 

 
Supplementary Figure S2. Expression variation of transcription factors with significant 
variation along folliculogenesis according to the trajectory analysis (logFC>3). 
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Supplementary Figure S3. Individual PCA plots of the six datasets analyzed in this study 
comparing GV, MI, and MII transcriptomes. 

 
Supplementary Figure S4. Individual results of GO enrichment analysis of the six 
datasets analyzed in this study comparing GV and MII transcriptomes. The top 10 GOs 
are displayed for each study. GOs in grey did not reach significance. A. For up-regulated genes 
identified in MII versus GV oocytes. The highlighted terms are significant among at least two 
studies. B. For down-regulated genes identified in MII versus GV oocytes. The highlighted 
terms are significant among at least two studies. 
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Supplementary Figure S5. PCA plots of merged expression of all samples from the six 
datasets analyzed in this study comparing GV and MII transcriptomes. A. Using raw 
expression. B. After batch correction with ComBat. 

 
Supplementary Figure S6. Genomic class annotation analysis of DEGs identified in the 
meta-analysis of MII versus GV oocytes. LINE : long interspersed nuclear elements, lncRNA 
: long non-coding RNA, LTR : long terminal repeats, SINE : short interspersed nuclear 
elements, TE : transposable elements. A. General genomic class annotation of DEGs 
identified in the meta-analysis of MII versus GV oocytes (right circle), compared to the 
representation in expressed genes (left circle). B. Heatmap of transposable elements in the 
DEGs identified in the meta-analysis of MII versus GV oocytes and information on their family. 

 
Supplementary Table S1. Results of the differential expression analysis for one follicle 
stage versus all others. 
 
Supplementary Table S2. Results of the differential expression analysis along 
pseudotime during oocyte growth. 
 
Supplementary Table S3. Results of the differential expression meta-analysis between 
GV and MII oocytes, and associated gene ontology enrichment for significant 
differentially expressed genes (separated for up- and down-regulated). 
 
Supplementary Table S4. Summary of studies assessing the influence of PCOS, age, 
IVM and cryoconservation on oocyte transcriptome. 
 
Available at https://www.mdpi.com/article/10.3390/ijms25010033/s1 
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2.2) L’activation du génome embryonnaire 

Chez l’homme comme chez tous les mammifères, un remodelage des génomes 

transcriptionnellement inactifs haploïdes maternel et paternel après fécondation doit 

impérativement avoir lieu pour constituer un génome embryonnaire diploïde fonctionnel. Les 

études de la dynamique du transcriptome depuis la fécondation jusqu’au stade 8-cellule chez 

l’homme montrent qu’aucune activité transcriptionnelle, ou très peu, ne se produit, c’est-à-dire 

qu’il n’y a pas d’ARNm synthétisé par l’embryon durant cette période (Tadros & Lipshitz, 2009; 

Vassena et al., 2011; Schulz & Harrison, 2019; Perry et al., 2022). Les transcrits maternels 

stockés dans l’ovocyte dictent ainsi la physiologie de l’embryon jusqu’à l’activation du génome 

embryonnaire, qui s’établit progressivement via différentes vagues de transcription depuis le 

stade 1-cellule chez l’homme (Asami et al., 2022). En parallèle de la mise en route de l’activité 

transcriptionnelle propre à l’embryon, les ARNm maternels sont dégradés. On parle alors de 

transition materno-zygotique pour qualifier le passage d’un contrôle du développement 

embryonnaire maternel à un contrôle zygotique (Schultz, 2002; Schier, 2007; Zhao et al., 

2019b).  

2.3) Techniques de mesure du transcriptome à l’échelle du 

génome-entier 

Il existe deux catégories principales de techniques de mesure du transcriptome à 

grande échelle, basées sur les puces à ADN et le séquençage à haut débit (Lowe et al., 2017). 

Puces (microarrays) 

Pour réaliser une analyse sur puce, les ARNm collectés doivent être rétrotranscrits en ADN 

complémentaire (ADNc) puis amplifiés. Il existe deux types de puces suivant la méthodologie 

expérimentale suivie. Si l’on veut comparer directement des échantillons expérimentaux avec 

une référence, on peut utiliser l’approche à « double marquage » (plus connu en anglais sous 
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le nom de « dual-channel »). Les ADNc sont marqués par un fluorochrome, différents pour 

chaque condition étudiée. Typiquement, on utilise les fluorochromes verts (cyanine3) et rouges 

(cyanine5). Les ADNc marqués sont ensuite mis en contact ensemble avec la puce où se 

trouvent des milliers de sondes d’hybridation correspondant à des séquences de gènes 

connus. Une étape de lavage permet d’éliminer les fragments non hybridés. Enfin, la puce est 

analysée grâce à un scanner de fluorescence qui va mesurer l’intensité de la fluorescence de 

chaque fluorochrome. On peut ainsi déterminer le ratio d’intensité des signaux pour chaque 

gène étudié et quantifier si l’échantillon expérimental est plus ou moins exprimé par rapport à 

l’échantillon de référence. La deuxième technologie de puce permet de mesurer l’expression 

individuelle d’un seul échantillon, sans comparaison directe (technologie « simple marquage » 

ou « one-channel »). Cette technique est utile pour comparer des échantillons provenant de 

différentes origines ou de différents batchs. Elle repose sur la même méthodologie, si ce n’est 

qu’un seul fluorochrome est utilisé. 

RNA-seq 

Le RNA-seq (RNA-sequencing) est quant à lui une technique de séquençage de seconde 

génération. Il requiert une étape de préparation des librairies d’ADNc à séquencer, 

rétrotranscrits depuis les ARNm polyadénylés collectés puis préamplifiés. Pour le séquençage 

Illumina, l’ADNc est fragmenté en petits morceaux généralement d’une longueur entre 100 et 

300 paires de base et qui varie selon le séquenceur à disposition. Des séquences adaptatrices 

spécifiques à chaque technologie sont ajoutées à chaque fragment, ce qui va permettre leur 

fixation sur la lame de verre (« flowcell »), leur amplification par des cycles de PCR successifs 

et donc le séquençage. Chaque fragment séquencé est appelé lecture ou « read ». En sortie 

du séquenceur, on obtient un fichier au format .fastq qui répertorie toutes les lectures et des 

informations sur la qualité du séquençage de chaque base nucléotidique. 

En 2009, la méthode RNA-seq est optimisée pour analyser une cellule unique jusqu’alors 

impossible en raison de la trop faible quantité de matériel génétique (Tang et al., 2009) ; on 
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parle de single-cell RNA-seq. La méthode utilisée dans cette thèse est une adaptation de la 

méthode originelle de Tang et al. (2009) spécifiquement appliquée pour l’étude des premiers 

stades du développement embryonnaire, soit en séquençage sur cellule unique soit en 

embryon unique. La Figure 21 détaille dans les grandes lignes le protocole mis en œuvre pour 

réaliser ici le séquençage d’ovocytes et d’embryons uniques (adapté de Perez-Palacios et al. 

(2021) (Pérez-Palacios et al., 2021)).  

 

Figure 21. Organigramme de la méthode scRNA-seq pour ovocyte et embryon unique. 
Avant la collecte des ovocytes et embryons, des tubes d'échantillonnage contenant du tampon de lyse 
cellulaire sont préparés avec l'ajout facultatif de molécules Spike-In au mélange réactionnel. Les 
échantillons sont ensuite lysés et les ARNm polyadénylés sont rétrotranscrits. Après l'ajout d'une queue 
Poly(A) à l'ADNc de premier brin, l'ADNc du second brin est synthétisé et les ADNc sont amplifiés par 
PCR à l'aide d'amorces oligo-dT. Enfin, les ADNc sont purifiés et sélectionnés sur gel d'agarose avant 
la préparation des librairies d’ADN et le séquençage à haut débit. Traduit et adapté depuis Perez-
Palacios et al. (2021) (Pérez-Palacios et al., 2021). 
 
 
RNA-seq et puces reposent donc sur deux technologies différentes, séquençage ou 

hybridation. Les avantages des puces sont la simplicité de leurs protocoles et leur coût très 

modique par échantillon comparé au RNA-seq. En revanche, elles ont une très faible 
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sensibilité pour les gènes très peu exprimés et ne peuvent pas détecter de nouveaux transcrits 

du fait qu’elles reposent sur l’hybridation de séquences prédéfinies. Le RNA-seq reste 

aujourd’hui le « gold standard » pour l’analyse du transcriptome. Son très bon rapport 

qualité/prix et les progrès technologiques de la bioinformatique rendent cette technique 

privilégiée par les équipes de recherches, ce qui se traduit par une quantité de données 

générées exponentielle sur les dernières années et la multiplication des outils d’analyse. Ses 

avantages sont multiples : détection de nouveaux transcrits, des SNPs et ARNs non codant, 

forte sensibilité pour les gènes même faiblement exprimés et faible quantité d’ARN nécessaire. 

Ses inconvénients en comparaison des puces restent leur coût plus élevé et la complexité de 

l’analyse bioinformatique des données générées. 

Dans le paragraphe suivant, nous nous intéresserons à détailler spécifiquement les étapes 

d’analyse de données RNA-seq après obtention des données issues du séquenceur. 

2.4) Analyses bioinformatiques des données issues de RNA-seq 

Conventionnellement il y a trois grandes étapes de traitement bioinformatique pour 

transformer les données brutes en une matrice d’expression exploitable pour des analyses 

biologiques. Dans un premier temps il est nécessaire de s’assurer de la qualité des données 

du séquençage, et de supprimer les échantillons dont elle n’est pas satisfaisante ou de 

raccourcir les lectures en éliminant les bases de mauvaise qualité (« trimming »). Chez 

l’humain, nous possédons un génome de référence qui correspond à la séquence complète 

d’ADN à partir de laquelle les ARN séquencés ont été obtenus. Toutes les lectures obtenues 

sont alignées sur le génome de référence. Le dernier assemblage de référence du génome 

humain, initialement publié par le Genome Reference Consortium, est le GRCh38 (hg38) en 

2013. Ce génome de référence est amené à évoluer dans le temps car certaines régions sont 

encore non résolues (estimé à 8%), et l’utilisation du génome Telomere-to-Telomere (T2T) 

paru en 2022 devrait se généraliser à moyen terme (Nurk et al., 2022). 
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Enfin, lorsque la position de chaque lecture sur le génome est connue, on peut compter pour 

chaque gène le nombre de lectures alignées. On obtient une matrice de comptage qui illustre 

l’abondance des lectures par gène et qu’il faut traiter statistiquement pour quantifier 

l’expression de chaque gène. En RNA-seq, comme évoqué précédemment pour la méthylation 

de l’ADN, il est principalement d’intérêt de réaliser une analyse différentielle entre plusieurs 

échantillons. Avant de séquencer des échantillons, il faut planifier les expériences qui seront 

réalisées, la taille des échantillons et la profondeur de séquençage (le nombre de lecture total 

pour chaque échantillon). Ces paramètres sont cruciaux pour que l’analyse différentielle soit 

statistiquement puissante et constitue donc un résultat biologiquement valide. 

Pour rendre des comptages comparables entre échantillons, il faut normaliser les données. 

En effet, la profondeur de séquençage est différente entre échantillons ce qui constitue un 

biais. Il existe une multitude de méthodes de normalisation dont les détails statistiques ne 

seront pas détaillés ici (médiane, moyenne géométrique, …). Les méthodes implémentées 

dans DESeq2 et edgeR apparaissent comme les plus performantes parmi celles existantes et 

seront utilisées dans cette thèse (Dillies et al., 2013). 

Pour chaque gène, l’analyse différentielle teste l’hypothèse d’une différence de la moyenne 

d’expression entre les conditions testées (test de Wald, t-test modéré, etc … suivant les 

packages (c’est-à-dire un ensemble de logiciels) utilisés). Les p-valeurs brutes résultants de 

ces tests individuels doivent être corrigées pour contrôler le taux de faux positifs dus aux tests 

multiples, comme évoqué précédemment sur la partie méthylation de l’ADN. 
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III) Effets épigénétiques et transcriptomiques en lien 

avec l’AMP depuis l’ovocyte jusque chez l’adulte : 

quelle évidence à ce jour ? 

Comme les techniques d’AMP coïncident avec les périodes de reprogrammation 

épigénétique, de quiescence transcriptionnelle de l’ovocyte et de l’embryon puis d’activation 

du génome embryonnaire, elles apparaissent particulièrement à risque pour l’intégrité du 

transcriptome et de l’épigénome ovocytaire et embryonnaire. Toute altération épigénétique, 

qu’elle soit directe en modifiant les profils de méthylation de l’ADN ou indirecte en perturbant 

la machinerie de régulation de la reprogrammation épigénétique, est susceptible d’avoir des 

conséquences à court terme pour le développement. De plus, de nombreuses publications ont 

suggéré un lien entre la fréquence accrue de syndromes liés à l’empreinte parentale et 

l’utilisation des techniques d’AMP (Amor & Halliday, 2008; Manipalviratn et al., 2009; Hattori 

et al., 2019). Cette association reste difficile à étudier du fait de la rareté de l’occurrence de 

ces troubles et des effets sous-jacents de l’infertilité des patients ayant recours à l’AMP. Quant 

au transcriptome, des vagues transcriptionnelles successives agissent comme la partition 

garantissant la capacité de l’embryon à se développer. Si les ARNm ne sont pas 

transcrits/dégradés au moment juste, c’est comme si des musiciens manquaient dans un 

orchestre, ou ne jouaient pas dans la bonne cadence, la mélodie deviendrait dissonante. 
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1) Effets épigénétiques des techniques AMP: une 

nécessité d’évaluer les modifications du profil de 

méthylation de l’ADN depuis l’ovocyte jusque chez l’adulte 

1.1) Données issues du modèle animal 

Le modèle animal occupe une place de choix dans l’étude des effets épigénétiques en 

lien avec les techniques d’AMP. En effet, celles-ci sont exclusivement appliquées dans un 

contexte d’infertilité chez l’humain, ce qui peut constituer un très grand facteur confondant car 

des anomalies de l’épigénome paternel et maternel sous-jacentes sont susceptibles d’être 

transmises à la descendance. De plus chez l’animal, il est possible de mettre en œuvre des 

protocoles simples permettant d’évaluer l’impact individuel de chaque technique, et donc 

d’identifier à quelles étapes les altérations épigénétiques peuvent survenir. En raison de lois 

restrictives encadrant l’utilisation d’embryons pour la recherche et des questions éthiques 

qu’elles soulèvent, peu d’études chez l’Homme ont été et peuvent être réalisées à des stades 

précoces. 

Les effets épigénétiques des techniques d’AMP chez l’animal, principalement chez la souris, 

ont fait l’objet de nombreuses revues, avec un focus particulier sur l’hyperstimulation ovarienne 

et les conditions de culture embryonnaire et leurs effets sur les gènes soumis à empreinte 

(Van Montfoort et al., 2012; Fauque, 2013; Ramos-Ibeas et al., 2019). En synthèse, la 

superovulation semble contribuer à une incidence accrue d’épimutations au niveau des 

embryons pré-implantatoires dans les nombreux gènes soumis à empreinte étudiés (PEG1, 

KvDMR1, ZAC, H19, SNRPN, PEG3), avec un effet dose marqué (Market-Velker et al., 2009; 

De waal et al., 2012; Fauque, 2013). De façon intrigante, alors que seul l’ovocyte est impacté 

par cette technique, des gènes paternels sont aussi affectés dans le blastocyste, comme H19 

qui subit une perte de méthylation en lien avec la superovulation (Market-Velker et al., 2009). 

Dans l’ovocyte issu de superovulation, il n’y avait cependant pas de modifications de 
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méthylation dans les régions précédemment retrouvées comme altérées dans le blastocyste 

(SNRPN, PEG3, KvDMR1), suggérant un défaut des mécanismes de maintien de la 

méthylation au cours du développement précoce de l’embryon plutôt qu’un défaut d’acquisition 

pendant l’ovogenèse à l’origine des altérations embryonnaires (Denomme et al., 2011; 

Duranthon & Chavatte-Palmer, 2018). Les conditions de culture in vitro influencent également 

largement le profil de méthylation de plusieurs gènes soumis à empreinte chez l’ovocyte, 

l’embryon pré- et post-implantatoire de souris (IGF2R, MEST/PEG1, H19) (Doherty et al., 

2000; Khosla et al., 2001; Kerjean et al., 2003; Fernández-Gonzalez et al., 2004; Mann et al., 

2004; Fauque et al., 2007a; Anckaert et al., 2010). Notamment, les milieux de culture 

supplémentés en acides aminés présentaient des marques épigénétiques similaires aux 

conditions in vivo (Doherty et al., 2000; Fauque et al., 2007a). La fragilité des GSE aux 

techniques d’AMP est d’autant plus marquante que la simple manipulation d’embryons pour 

transfert altère leur expression, comme pour IGF2 (Rivera et al., 2008). Plus de recul sur 

l’ensemble du méthylome est toutefois manquant, avec très peu d’études chez l’animal sur 

des gènes autres que soumis à empreinte mais qui alertent sur la répercussion des techniques 

d’AMP sur la méthylation d’autres gènes impliqués dans le développement (Li et al., 2011b; 

Saenz-De-Juano et al., 2019; Lira-Albarrán et al., 2022). Dans d’autres modèles animaux 

moins utilisés que la souris, les profils épigénétiques d’embryons conçus in vitro apparaissent 

également modifiés (cochon, (Tyler et al., 2017)) et à l’origine de certains syndromes (veau, 

« large offspring syndrome », (Young et al., 2001)). 

Néanmoins, on ne peut pas être certain que le modèle animal reflète totalement la situation 

de l’AMP chez l’humain (espèces polyovulatoires, timing différent de l'activation du génome 

embryonnaire (EGA), reprogrammation épigénétique à des niveaux de méthylation différents, 

DNMT3L non exprimée dans l’ovocyte humain) (Ménézo & Hérubel, 2002; Hanna et al., 2018). 

Les paragraphes suivants ont vocation à synthétiser l’état de l’art concernant l’influence des 

techniques d’AMP sur le méthylome humain, à différents stades de développement depuis 

l’ovocyte jusqu’à l’âge adulte. 
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1.2) Données chez l’humain 

Comme admis chez l’animal, les techniques d’assistance médicale à la procréation 

sont susceptibles d’engendrer des modifications du profil de méthylation dès l’ovocyte chez 

l’humain. En comparaison de l’épigénome paternel, les marques épigénétiques maternelles 

sont apposées tardivement (juste avant l’ovulation), de façon concomitante aux techniques 

spécifiques telles que la stimulation ovarienne multifolliculaire, la MIV ou la congélation. 

Toutefois, les études chez l’humain restent peu nombreuses. 

1.2.1) AMP et profils de méthylation dans l’ovocyte 

Stimulation ovarienne 

L’hyperstimulation ovarienne semble accroître les erreurs de méthylation aux loci 

soumis à empreinte dans les gènes PEG1, H19 et la région KvDMR1 (Sato et al., 2007; 

Khoureiry et al., 2008).  

Maturation ovocytaire in vitro 

L’incidence des défauts d’empreinte parentale pourrait également être plus élevée chez les 

ovocytes maturés in vitro en comparaison de conditions in vivo (Borghol et al., 2006) même si 

une récente étude utilisant des technologies de séquençage dernière génération n’a retrouvé 

aucune différence sur le méthylome global (Ye et al., 2020).  

Vitrification 

Concernant la vitrification, il ne semble pas y avoir de modifications du méthylome ovocytaire 

induites par cette technique chez l’homme (Barberet et al., 2020).  

Toutefois, il y a beaucoup d’incertitudes sur ces résultats liées aux caractéristiques 

intrinsèques des patients mais aussi la contamination par l’ADN des cellules entourant 

l’ovocyte comme les cellules cumulus qui ont un profil épigénétique de cellules somatiques. 
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L’impact de la maturation in vitro a toutefois été analysé dans le sang de cordon et les villosités 

choriales de nouveau-nés issus d’ovocytes maturés in vitro ou in vivo sur quelques gènes 

cibles (soumis à empreinte, suppresseurs de tumeur, impliqués dans le métabolisme ou la 

pluripotence, éléments répétés) sans montrer de différences entre les deux groupes (Pliushch 

et al., 2015). Ne pas retrouver de grandes différences de méthylation au stade ovocytaire entre 

ovocytes conditionnés en vue de FIV/ICSI et conditions in vivo ne garantit toutefois pas que 

les mécanismes de maintien de méthylation soient inaltérés et n’aient pas un impact ultérieur. 

1.2.2) AMP et profils de méthylation chez l’embryon 

Après la fécondation de l’ovocyte, le zygote subit des divisions cellulaires successives 

et se développe pour atteindre le stade blastocyste au 5ème jour chez l’humain. Avant 

l’activation du génome embryonnaire qui prend place préférentiellement autour du stade 8-

cellules (Braude et al., 1988; Vassena et al., 2011), l’embryon est particulièrement vulnérable 

aux facteurs extérieurs en raison d’une quiescence transcriptionnelle et donc l’absence de 

mobilisation possible de mécanismes de défense aux stress. Il est ainsi important de distinguer 

l’embryon pré-compaction de l’embryon post-compaction qui semblent montrer des degrés de 

fragilité différents vis-à-vis de l’environnement in vitro (Zander et al., 2006). De plus, comme 

décrit plus en amont, le profil épigénétique de l’embryon évolue de manière dynamique, avec 

l’effacement de la méthylation puis la méthylation de novo ou la maintenance de la méthylation 

dans les régions soumises à empreinte. Cette reprogrammation épigénétique, est donc 

sensible aux interventions et manipulations artificielles, qui sont, comme pour l’ovocyte, 

nombreuses dans le cadre d’un protocole d’AMP. Dans les régions soumises à empreinte, 

plusieurs études ont mis en cause l’influence néfaste des techniques d’AMP sur le profil de 

méthylation, notamment dans les régions H19, PEG1 et KvDMR1 (Chen et al., 2010; Ibala-

Romdhane et al., 2011; Shi et al., 2014) mais sans comparatif avec des embryons conçus 

naturellement.  

FIV ou ICSI 
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De façon intéressante, la technique d’ICSI suspectée d’engendrer plus de perturbations en 

raison des manipulations additionnelles réalisées en comparaison de la FIV classique 

(injection du spermatozoïde directement dans l’ovocyte à l’aide d’une pipette) ne montre pas 

d’augmentation de l’incidence d’erreurs de méthylation (Santos et al., 2010).  

Vitrification 

La vitrification embryonnaire au jour 3 n’induit également pas de modification du niveau de 

méthylation de H19/IGF2 DMR au stade blastocyste (Derakhshan-Horeh et al., 2016).  

Autres techniques 

Récemment, des études ont réalisé des analyses comparatives de techniques d’AMP qui n’ont 

jusqu’alors pas été incriminées comme potentielles sources de perturbation du méthylome. 

Cela démontre une prise de conscience collective que chaque intervention et paramètre en 

AMP est un facteur susceptible de perturber la physiologie des gamètes et de l’embryon. En 

effet, comme le Groupe de consensus sur les conditions de culture en FIV du Caire 2018 l’a 

fait remarquer, « il y a une seule chose qui est importante dans le laboratoire d’AMP, tout » 

(Consensus Group, 2020). Par exemple, Zhu et al. (2023) a comparé le méthylome 

d’embryons au stade 8-cellules cultivés de façon interrompue (déplacés à plusieurs reprises 

pour évaluation morphologique) ou ininterrompue (incubateurs avec imagerie temporelle) (Zhu 

et al., 2023). En effet, ces déplacements peuvent être source de variation de conditions 

physico-chimiques (température, lumière, humidité, oxygène, pH, …) qui peuvent être 

détrimentaires pour l’embryon. Toutefois dans cette étude, il n’y avait pas de différences 

majeures de méthylation entre les deux groupes même si quelques DMRs ont été identifiées 

et nécessitent davantage d’investigation concernant l’effet des variations de paramètres 

physico-chimiques pour l’embryon et l’utilisation de matériel pouvant les limiter. 
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1.2.3) AMP et profils de méthylation depuis la vie fœtale jusqu’à l’âge 

adulte 

1.2.3.1) Objectifs 

Lors de la réalisation de cette thèse, il est apparu qu’une analyse critique de la 

littérature des modifications des profils de méthylation induites par les techniques liées à l’AMP 

manquait afin d’avoir un regard plus clairvoyant. Une revue systématique publiée en 2014 a 

tenté d’adresser cette problématique ; néanmoins elle apparaît aujourd’hui caduc au vu du 

nombre d’études publiées sur la dernière décennie et des progrès méthodologiques 

concernant en particulier le séquençage (Lazaraviciute et al., 2014). Nous avons donc réalisé 

une revue systématique de la littérature et établi une méta-analyse ayant comme thématique 

le suivi des profils de la méthylation de l’ADN chez les enfants conçus par AMP (Barberet et 

al., 2022b). Cela a permis de mieux évaluer l’existence de modifications propres à l’AMP de 

façon critique et de cibler les manques actuels dans la littérature. 
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1.2.3.2) Matériels et méthodes 

Une revue systématique est une méthode de synthèse bibliographique rigoureuse et 

reproductible. Elle demande un travail de collecte exhaustif et une évaluation critique des 

connaissances récoltées. Toute revue systématique doit être enregistrée auprès d’un registre 

prospectif, tel que PROSPERO, qui enregistre son protocole et garantit toute transparence 

dans sa réalisation. Le protocole dressé avec mon équipe pour la réalisation d’une revue 

systématique et méta-analyse sur les effets épigénétique en AMP est décrit ci-dessous et 

enregistré dans PROSPERO sous le numéro d’enregistrement CRD42021267425. 

En collaboration avec Julie Barberet, nous avons conduit une recherche bibliographique 

extensive dans les bases de données PubMed et Embase le 15 juillet 2021. Celle-ci a été 

réalisée au moyen d’une équation de recherche large mais précise permettant de couvrir 

l’ensemble de la littérature du domaine ciblé (méthylation et AMP). Pour être analysées de 

manière comparable, les études ont été divisées en groupes suivant la période de vie à 

laquelle ont été collectés les échantillons (grossesse, naissance, enfance, adolescence, 

adulte), le type cellulaire et la résolution à laquelle la méthylation est mesurée (gène/région ou 

ensemble du génome). Pour les études ciblées, les paires de primers utilisées pour le 

séquençage des régions d’intérêt ont été récupérées et soumises à une PCR bisulfite in silico 

pour retrouver précisément les coordonnées chromosomiques de la région séquencée dans 

chaque étude (Tusnády et al., 2005). Ainsi, chaque région soumise à empreinte de chaque 

étude a été attribuée à une région soumise à empreinte clairement identifiée en fonction des 

coordonnées génomiques étudiées (Monk et al., 2018) (Table 4).  
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Nomenclature Chromosome Début Fin Nombre de CpGs 

Origine 
maternelle 

ou 
paternelle 

PPIEL:Ex1-DMR 1 40,024,626 40,025,540 39 M 

DIRAS3:TSS-DMR 1 68,515,433 68,517,545 88 M 

DIRAS3:Ex2-DMR 1 68,512,505 68,513,486 39 M 

GPR1-AS:TSS-DMR 2 207,066,967 207,069,445 86 M 

ZDBF2/GPR1:IG-DMR 2 207,114,583 207,136,544 439 P 

NAP1L5:TSS-DMR 4 89,618,184 89,619,237 57 M 

VTRNA2–1:DMR 5 135,414,802 135,416,645 76 M 

FAM50B:TSS-DMR 6 3,849,082 3,850,359 90 M 

PLAGL1:alt-TSS-DMR 6 144,328,078 144,329,888 143 M 

IGF2R:Int2-DMR 6 160,426,558 160,427,561 74 M 

WDR27:Int13-DMR 6 170,054,504 170,055,618 58 M 

GRB10:alt-TSS-DMR 7 50,848,726 50,851,312 171 M 

PEG10:TSS-DMR 7 94,285,537 94,287,960 119 M 

MEST:alt-TSS-DMR 7 130,130,122 130,134,388 226 M 

SVOPL:alt-TSS-DMR 7 138,348,118 138,349,069 31 M 

HTR5A:TSS-DMR 7 154,862,719 154,863,382 55 M 

ERLIN2:Int6-DMR 8 37,604,992 37,606,088 37 M 

PEG13:TSS-DMR 8 141,108,147 141,111,081 193 M 

FANCC:Int1-DMR 9 98,075,400 98,075,744 26 M 

INPP5F:Int2-DMR 10 121,578,046 121,578,727 52 M 

H19/IGF2:IG-DMR 11 2,018,812 2,024,740 250 P 

IGF2:Ex9-DMR 11 2,153,991 2,155,112 63 P 

IGF2:alt-TSS-DMR 11 2,168,333 2,169,768 33 P 

KCNQ1OT1:TSS-DMR 11 2,719,948 2,722,259 192 M 

RB1:Int2-DMR 13 48,892,341 48,895,763 195 M 

MEG3/DLK1:IG-DMR 14 101,275,427 101,278,058 64 P 

MEG3:TSS-DMR 14 101,290,524 101,293,978 188 P 

MEG8:Int2-DMR 14 101,370,741 101,371,419 43 M 

MKRN3:TSS-DMR 15 23,807,086 23,812,495 109 M 

MAGEL2:TSS-DMR 15 23,892,425 23,894,029 51 M 

NDN:TSS-DMR 15 23,931,451 23,932,759 108 M 

SNRPN:alt-TSS-DMR 15 25,068,564 25,069,481 19 M 

SNRPN:Int1-DMR1 15 25,093,008 25,193,829 44 M 

SNRPN:Int1-DMR2 15 25,123,027 25,123,905 45 M 

SNURF:TSS-DMR 15 25,200,004 25,201,976 113 M 

IGF1R:Int2-DMR 15 99,408,496 99,409,650 55 M 

ZNF597:3' DMR 16 3,481,801 3,482,388 29 M 

ZNF597:TSS-DMR 16 3,492,828 3,494,463 76 P 

ZNF331:alt-TSSDMR1 19 54,040,510 54,042,212 125 M 
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ZNF331:alt-TSSDMR2 19 54,057,086 54,058,425 102 M 

PEG3:TSS-DMR 19 57,348,493 57,353,271 221 M 

MCTS2P:TSS-DMR 20 30,134,663 30,135,933 47 M 

NNAT:TSS-DMR 20 36,148,604 36,150,528 135 M 

L3MBTL1:alt-TSSDMR 20 42,142,365 42,144,040 84 M 

GNAS-NESP:TSS-DMR 20 57,414,039 57,418,612 257 P 

GNAS-AS1:TSS-DMR 20 57,425,649 57,428,033 128 M 

GNAS-XL:Ex1-DMR 20 57,428,905 57,431,463 200 M 

GNAS A/B:TSS-DMR 20 57,463,265 57,465,201 198 M 

WRB:alt-TSS-DMR 21 40,757,510 40,758,276 43 M 

SNU13:alt-TSS-DMR 22 42,077,774 42,078,873 63 M 

 
Table 4. Recommandation de nomenclatures des régions soumises à empreinte dans le génome 
humain. 
Les coordonnées génomiques sont fournies pour la version GRCh37/hg19. Issu de Monk et al. (Monk 
et al., 2018).  
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Pour chaque gène, dans chaque type cellulaire et à chaque période d’échantillonnage, une 

méta-analyse a été appliquée dès lors qu’au moins deux études fournissaient la moyenne de 

méthylation et les écarts-types associés de l’analyse différentielle entre groupe AMP et 

contrôle.  

Pour les études à l’échelle du génome, seule une analyse comparative qualitative s’est avérée 

possible en l’absence de données quantitatives disponibles pour une forte proportion d’études. 

L’analyse a consisté en un recoupement des gènes où ont été retrouvées des DMPs ou DMRs 

d’une étude à l’autre. Les intersections de gènes contenant des DMPs ou DMRs ont ensuite 

été visualisées à l’aide de diagrammes de type « UpSet plot » séparément pour les DMPs et 

DMRs (Figure 22). 

 

Figure 22. Le diagramme UpSet, une alternative aux diagrammes de Venn. 
Il permet de visualiser plus facilement des intersections avec un très grand nombre de listes. Dans cet 
exemple, C et D est commun aux trois listes, B est commun aux Listes 1 et 2, E est commun aux Listes 
2 et 3. A n’est retrouvé que dans la Liste 1, de même que F n’est retrouvé que dans la Liste 3. 
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1.2.3.3) Résultats 

Grossesse 

Dans les villosités choriales, une étude a retrouvé une hypométhylation chez les 

enfants conçus par AMP dans la région KvDMR1, même si ce résultat n’a pas été retrouvé 

précédemment dans une autre cohorte (Kobayashi et al., 2009; Zechner et al., 2010) (Figure 

23). Deux études à large échelle de la même équipe (>450,000 et >730,000 CpGs testés) ont 

respectivement montré une absence puis la présence de 195 DMPs pour des conceptions via 

FIV, dont une seule dans un gène soumis à empreinte jusqu’alors non suspecté d’être altéré 

(RASGEF1A) (Xu et al., 2017; Gonzalez et al., 2023) (Figure 23). Cela va dans le sens des 

études sur des gènes soumis à empreinte cibles qui n’ont également pas mis en évidence de 

différence (Zheng et al., 2011; Liu et al., 2018). L’effet des techniques d’AMP sur la méthylation 

de l’ADN a également été évalué sur des tissus fœtaux, mais les conclusions ne semblent pas 

généralisables à l’AMP en elle-même en raison du recours à la réduction embryonnaire pour 

l’obtention des échantillons (Lou et al., 2014, 2019; Liu et al., 2021).  
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Figure 23. Résumé des résultats des études comparant les profils de méthylation de l’ADN de 
fœtus, nouveau-nés, enfants, adolescents et adultes conçus par AMP en comparaison de 
conceptions spontanées.  
A. Résumé des études ciblées sur quelques gènes. Une flèche verte indique une hypométhylation 
avec AMP. Une flèche rouge indique une hyperméthylation avec AMP. Un point noir indique 
l’absence de différence entre groupe contrôle et AMP.  
B. Résumé des études analysant le méthylome global. DMP : position différentiellement méthylée. 
DMR : région différentiellement méthylée. 
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Naissance 

Chez les nouveau-nés, les différents tissus comparés entre les enfants conçus par FIV/ICSI 

ou spontanément indiquent des résultats variables. Il y a donc nécessité d’analyser les études 

par type cellulaire (Figure 23). 

Dans le placenta, plusieurs études ciblées indiquent une méthylation altérée de plusieurs 

régions soumises à empreinte, notamment H19 (dans les régions régulatrices CTCF3 et 

CTCF6), KvDMR1, SNRPN, L3MBTL1 et PEG10 (Turan et al., 2010; Rancourt et al., 2012; 

Nelissen et al., 2013; Vincent et al., 2016; Chen et al., 2018; Choux et al., 2020; Wang et al., 

2021). Ces résultats restent toutefois à confirmer ou infirmer car de nombreuses études n’ont 

pas retrouvé ces différences et la méta-analyse n’a pas révélé de différences statistiques entre 

groupe AMP et contrôle (Gomes et al., 2009; Chan Wong et al., 2011; Camprubí et al., 2013; 

Sakian et al., 2015; Song et al., 2015; Hiura et al., 2017; Marjonen et al., 2018; Dong et al., 

2019; Mulder et al., 2020; Yao et al., 2020). Seule la région PEG1/MEST indique une 

hypométhylation avérée par le biais de notre méta-analyse (–3.83[–6.83,–0.83], p=0.012) mais 

seulement deux études ont été incluses en raison de l’absence de données supplémentaires. 

En outre, certaines régions transposables montrent des niveaux de méthylation modifiés avec 

AMP, comme dans les éléments mobiles LINE1 ou Alu (Ghosh et al., 2017; Choux et al., 2018) 

même si cela reste un résultat conflictuel (Camprubí et al., 2013; Vincent et al., 2016; Choufani 

et al., 2019). De façon plus globale, les premières études à l’échelle de l’épigénome ont 

rapporté soit une absence, soit peu de modifications ponctuelles de la méthylation de l’ADN 

dans le placenta (Katari et al., 2009; Camprubí et al., 2013; Litzky et al., 2017; Choufani et al., 

2019). La couverture génomique de ces études en termes de CpGs analysés reste toutefois 

faible et la plus large étude à ce jour a révélé un nombre élevé de DMPs entre groupes AMP 

(transferts frais ou congelé confondus) et contrôle (Mani et al., 2022). 

Dans le sang de cordon, des hyperméthylations en lien avec l’AMP ont été rapportées dans 

les régions soumises à empreinte H19 CTCF6, KvDMR1, PLAGL1 tout en étant non 
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confirmées par d’autres études et par notre méta-analyse (Gomes et al., 2009; Tierling et al., 

2010; Turan et al., 2010; Li et al., 2011a; Shi et al., 2011; Rancourt et al., 2012; Camprubí et 

al., 2013; Zheng et al., 2013; Vincent et al., 2016; Tang et al., 2017; Choux et al., 2020; Tobi 

et al., 2021). Notre méta-analyse confirme statistiquement une hyperméthylation dans la 

région PEG1/MEST (0.88 [0.17–1.60], p=0.015), mais seulement deux études ont à nouveau 

pu être incluses. Les études à l’échelle de l’épigénome demeurent également conflictuelles, 

rapportant à tour de rôle un large panel de CpG/régions différentiellement méthylés ou tout 

autrement une totale ou faible absence de différences (Katari et al., 2009; Camprubí et al., 

2013; El Hajj & Haaf, 2013; Gentilini et al., 2015; Melamed et al., 2015; Castillo-Fernandez et 

al., 2017; Chen et al., 2020; Caramaschi et al., 2021; Tobi et al., 2021; Håberg et al., 2022; 

Romanowska et al., 2023). 

A partir de sang périphérique prélevé au talon à la naissance, quelques DMPs et DMRs ont 

été rapportées par Estill et al. (2016), Novakovic et al. (2019) et Yeung et al. (2021) suggérant 

une possible association entre conception par FIV/ICSI et profil de méthylation altéré dans 

certaines régions (Estill et al., 2016; Novakovic et al., 2019; Yeung et al., 2021). 

Une étude individuelle a par ailleurs rapporté dans les cellules buccales une hypométhylation 

dans la région H19 CTCF6 mais aussi dans les éléments LINE1 et Alu parmi le groupe conçu 

par AMP (Loke et al., 2015). 

En conclusion, à la naissance et quel que soit le type cellulaire étudié, les résultats sont 

conflictuels et restent difficiles à interpréter (Figure 23). Cela est potentiellement dû à la 

variabilité des techniques et méthodologies statistiques employées, ce qui implique des 

différences de qualité de l’évidence des résultats présentés. Pris dans son ensemble, la 

littérature semble toutefois nous indiquer une récurrence de modifications dans les 

gènes/régions soumis/es à empreinte parentale chez les nouveau-nés. Une question qui 

demeure en suspens est le degré de responsabilité de chaque type d’AMP dans le profil de 

méthylation. Certaines pratiques actuelles sont-elles plus à risque d’altérer le méthylome que 
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d’autres? Dans le placenta et le sang de cordon, des études ont cherché à distinguer les effets 

spécifiques de certaines techniques utilisées. Le transfert d’embryons congelés semble 

modifier de façon globale les niveaux de méthylation par hyperméthylation dans le placenta 

en comparaison de transferts frais (Ghosh et al., 2017; Barberet et al., 2021b; Mani et al., 

2022). La tension en oxygène à 20% en comparaison de 5% pourrait être délétère d’après les 

niveaux de méthylation dans les éléments répétés LINE1 (Ghosh et al., 2017). Aucune 

différence selon le milieu de culture (G5 vs HTF) n’est retrouvée dans le méthylome du sang 

de cordon ou dans des régions soumises à empreinte du placenta (Mulder et al., 2020; Koeck 

et al., 2022a). 

Enfance 

Durant l’enfance, un faible nombre d’études ont assuré un suivi des enfants nés sous AMP 

(Figure 23). Dans les cellules buccales, ces études semblent toutefois indiquer la présence de 

profils de méthylation différents en comparaison de grossesses naturelles, notamment dans 

les régions soumises à empreinte SNRPN, PEG3 ou H19 CTCF3 même si certaines études 

ne les retrouvent pas (Kanber et al., 2009; Puumala et al., 2012; Whitelaw et al., 2014; 

Barberet et al., 2021a). Notre méta-analyse ne retrouve d’ailleurs aucune différence dans les 

régions H19 CTCF3 et H19 CTCF6, KvDMR1 et PEG3 entre les groupes conçus naturellement 

et par AMP. Les régions génomiques autres que soumises à empreinte n’ont pas été 

investiguées avant la réalisation de cette thèse dans les cellules buccales. En revanche, dans 

le sang périphérique, Yeung et al. ont identifié une unique DMR dans le gène soumis à 

empreinte GNAS, qui de façon intrigante était déjà présente dans une cohorte de nouveau-

nés FIV de la même étude (Yeung et al., 2021). D’autres études sur des gènes ciblés dans le 

sang ne rapportent pas de différences pour les régions testées H19 CTCF6, IGF2 DMR0 et 

KvDMR1, ce qui est confirmé par la méta-analyse (Gomes et al., 2009; Oliver et al., 2012; 

Puumala et al., 2012). De plus, Barberet et al. et Koeck et al. ont successivement montré 

l’absence de différences de méthylation dans les cellules buccales d’enfants entre 7 et 9 ans 

suivant la culture embryonnaire dans différents milieux (respectivement Global/LifeGlobal vs 
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SSM/Irvine Scientific et G3/Vitrolife vs K-SICM/Cook) (Barberet et al., 2021a; Koeck et al., 

2022b). 

Adolescence et vie adulte 

A l’adolescence, une étude à l’échelle de l’épigénome utilisant la technologie de pointe de 

puces EPIC n’a retrouvé aucune différence en comparant le sang de 231 enfants conçus par 

AMP contre 1188 conçus naturellement (Penova-Veselinovic et al., 2021) (Figure 23). Chez 

l’adulte, quatre DMRs sont retrouvées dans le sang (Novakovic et al., 2019) (Figure 23). Ces 

études sont rassurantes quant à la sécurité des techniques d’AMP pour la santé à long terme. 

Conclusion 

En conclusion, les résultats semblent souvent conflictuels et peu répliqués d’une étude à 

l’autre concernant les profils de méthylation des enfants conçus sous AMP. Si l’on considère 

seulement les études avec une très forte qualité de l’évidence, on remarque une prévalence 

plus forte d’évènements affectant la méthylation des gènes soumis à empreinte (Figure 24). 

Notre méta-analyse met notamment en évidence de façon robuste des altérations de la région 

PEG1/MEST à la naissance (hypométhylation dans le placenta, hyperméthylation dans le sang 

de cordon). 
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Figure 24. Résumé de l’évidence concernant les modifications épigénétiques en lien avec l’AMP depuis 
la grossesse jusqu’à l’âge adulte dans les articles notés avec une qualité de l’évidence très haute. 
 
 
Par ailleurs, même si l’intérêt des études sur les gènes soumis à empreinte est crucial au vu 

de leurs fonctions biologiques au cours du développement embryonnaire et du cycle cellulaire 

plus tard dans la vie, il ne faut pas omettre que des altérations de méthylation dans tous les 

autres gènes peuvent être fréquentes, avec des conséquences inconnues à ce jour. Une des 

hypothèses en réponse à la variabilité des résultats obtenus réside dans le fait que l’AMP ne 

Pregnancy

Birth

Childhood

Adulthood

• Targeted : - No differences

 - TE : no differences

• EWAS : - No differences

• Targeted : - Meta-analysis : PEG1/MEST ⬊

- TE : discordant results

• EWAS : - discordant results

- TE : no differences

• Targeted : - Meta-analysis : PEG1/MEST ⬈

- TE : no differences

• EWAS : - INS-IGF2, GNAS and MEST redundant

- TE : no differences 

• EWAS : - L3MBTL1 and MEST redundant

- TE : no differences

Placenta

Cord blood

Bloodspots

Buccal smears

• Targeted : - H19 CTCF6 ⬊ (1 study)

- TE : LINE-1 and Alu ⬊ (1 study)

• Targeted : - Meta-analysis : no differences

- TE : no differences

• EWAS : - 1 DMR in GNAS already found at birth (1 study) 

• Targeted : - Meta-analysis : no differences

- TE : no differences

• EWAS : - 33 DMRs in imprinted genes (1 study)

- TE : no differences (1 study)

Peripheral blood

Buccal smears

• EWAS : - 4 DMRs of which 3 have already been found at birth 

(CHRNE, PRSS16, LINC01115) (1 study)

- TE : no differences (1 study)

Peripheral blood

CVS
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provoque pas de modifications communes d’un individu à l’autre mais plutôt, elle pourrait 

augmenter le nombre de modifications stochastiques anormales de méthylation en 

comparaison de conceptions spontanées. Même si de façon évidente la très grande majorité 

des enfants issus d’AMP sont aujourd’hui en bonne santé, on ne peut exclure que ces légères 

modifications épigénétiques accroissent la susceptibilité à des maladies aux étiologies 

complexes de façon aléatoire dans la population d’individus conçus par FIV/ICSI. Des études 

longitudinales sur la santé de ces populations devront être menées pour écarter ou non ce 

risque. De plus, il est de fort enjeu de réduire la variabilité épigénétique retrouvée chez 

l’embryon conçu in vitro car elle pourrait expliquer les échecs d’implantation ou les arrêts de 

développement embryonnaire post-implantation. 

1.2.3.4) Article 2 - DNA methylation profiles after ART during human lifespan: a 

systematic review and meta-analysis 
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Supplementary Table SI:  Search strategy 

PubMed search 
("assisted reproduct* 

OR "in vitro conception" 

OR ICSI 

OR "intracytoplasmic sperm injection" 

OR "in vitro fertili*" 

OR IVF 

OR insemination) 

AND (DNA methylation) 

NOT review[Publication Type] 

 
Number of results : 647 

Date of search : 15th July 2021 

 
EMBASE search 
('assisted reprod*':ti,ab,kw 

OR 'in vitro conception':ti,ab,kw 

OR icsi:ti,ab,kw 

OR 'intracytoplasmic sperm injection':ti,ab,kw 

OR ivf:ti,ab,kw 

OR 'in vitro fertili*':ti,ab,kw 

OR insemination:ti,ab,kw) 

AND 'dna methylation':ti,ab,kw 

NOT review:it 

 
Number of results : 689 

Date of search : 15th July 2021  

 

Supplementary Table SII:  Data extraction form and PRISMA checklist 
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Section and 
Topic 

Item 
# 

Checklist item 
Location 
where item 
is reported 

TITLE  

Title 1 Identify the report as a systematic review. 1 

ABSTRACT  

Abstract 2 See the PRISMA 2020 for Abstracts checklist. 3 

INTRODUCTION  

Rationale 3 Describe the rationale for the review in the context of existing knowledge. 11-12 

Objectives 4 Provide an explicit statement of the objective(s) or question(s) the review addresses. 12 

METHODS  

Eligibility criteria 5 Specify the inclusion and exclusion criteria for the review and how studies were grouped for the syntheses. 12-13 

Information 
sources 

6 Specify all databases, registers, websites, organisations, reference lists and other sources searched or consulted to identify studies. Specify the 
date when each source was last searched or consulted. 

12-13 

Search strategy 7 Present the full search strategies for all databases, registers and websites, including any filters and limits used. Supp Table 
1 

Selection process 8 Specify the methods used to decide whether a study met the inclusion criteria of the review, including how many reviewers screened each record 
and each report retrieved, whether they worked independently, and if applicable, details of automation tools used in the process. 

13 

Data collection 
process 

9 Specify the methods used to collect data from reports, including how many reviewers collected data from each report, whether they worked 
independently, any processes for obtaining or confirming data from study investigators, and if applicable, details of automation tools used in the 
process. 

13 

Data items 10a List and define all outcomes for which data were sought. Specify whether all results that were compatible with each outcome domain in each 
study were sought (e.g. for all measures, time points, analyses), and if not, the methods used to decide which results to collect. 

13-16 

10b List and define all other variables for which data were sought (e.g. participant and intervention characteristics, funding sources). Describe any 
assumptions made about any missing or unclear information. 

13-16 

Study risk of bias 
assessment 

11 Specify the methods used to assess risk of bias in the included studies, including details of the tool(s) used, how many reviewers assessed each 
study and whether they worked independently, and if applicable, details of automation tools used in the process. 

14 

Effect measures 12 Specify for each outcome the effect measure(s) (e.g. risk ratio, mean difference) used in the synthesis or presentation of results. 14 

Synthesis 
methods 

13a Describe the processes used to decide which studies were eligible for each synthesis (e.g. tabulating the study intervention characteristics and 
comparing against the planned groups for each synthesis (item #5)). 

14-15 

13b Describe any methods required to prepare the data for presentation or synthesis, such as handling of missing summary statistics, or data 
conversions. 

15-16 

13c Describe any methods used to tabulate or visually display results of individual studies and syntheses. 15-16 
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Section and 
Topic 

Item 
# 

Checklist item 
Location 
where item 
is reported 

13d Describe any methods used to synthesize results and provide a rationale for the choice(s). If meta-analysis was performed, describe the 
model(s), method(s) to identify the presence and extent of statistical heterogeneity, and software package(s) used. 

15-16 

13e Describe any methods used to explore possible causes of heterogeneity among study results (e.g. subgroup analysis, meta-regression). NA 

13f Describe any sensitivity analyses conducted to assess robustness of the synthesized results. NA 

Reporting bias 
assessment 

14 Describe any methods used to assess risk of bias due to missing results in a synthesis (arising from reporting biases). 14 

Certainty 
assessment 

15 Describe any methods used to assess certainty (or confidence) in the body of evidence for an outcome. 14 

RESULTS  

Study selection 16a Describe the results of the search and selection process, from the number of records identified in the search to the number of studies included in 
the review, ideally using a flow diagram. 

17 

16b Cite studies that might appear to meet the inclusion criteria, but which were excluded, and explain why they were excluded. 18&21 

Study 
characteristics 

17 Cite each included study and present its characteristics. Supp table 
7 

Risk of bias in 
studies 

18 Present assessments of risk of bias for each included study. Supp table 
3 & 7 

Results of 
individual studies 

19 For all outcomes, present, for each study: (a) summary statistics for each group (where appropriate) and (b) an effect estimate and its precision 
(e.g. confidence/credible interval), ideally using structured tables or plots. 

Figure 4 

Results of 
syntheses 

20a For each synthesis, briefly summarise the characteristics and risk of bias among contributing studies. 17 

20b Present results of all statistical syntheses conducted. If meta-analysis was done, present for each the summary estimate and its precision (e.g. 
confidence/credible interval) and measures of statistical heterogeneity. If comparing groups, describe the direction of the effect. 

18-28 

20c Present results of all investigations of possible causes of heterogeneity among study results. NA 

20d Present results of all sensitivity analyses conducted to assess the robustness of the synthesized results. NA 

Reporting biases 21 Present assessments of risk of bias due to missing results (arising from reporting biases) for each synthesis assessed. 17 

Certainty of 
evidence 

22 Present assessments of certainty (or confidence) in the body of evidence for each outcome assessed. Supp table 
4 & 7 

DISCUSSION  

Discussion 23a Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence. 28-37 

23b Discuss any limitations of the evidence included in the review. 35-37 

23c Discuss any limitations of the review processes used. 29-32 

23d Discuss implications of the results for practice, policy, and future research. 36-37 
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Section and 
Topic 

Item 
# 

Checklist item 
Location 
where item 
is reported 

OTHER INFORMATION  

Registration and 
protocol 

24a Provide registration information for the review, including register name and registration number, or state that the review was not registered. 12 

24b Indicate where the review protocol can be accessed, or state that a protocol was not prepared. 12 

24c Describe and explain any amendments to information provided at registration or in the protocol. 12 

Support 25 Describe sources of financial or non-financial support for the review, and the role of the funders or sponsors in the review. 39 

Competing 
interests 

26 Declare any competing interests of review authors. 39 

Availability of 
data, code and 
other materials 

27 Report which of the following are publicly available and where they can be found: template data collection forms; data extracted from included 
studies; data used for all analyses; analytic code; any other materials used in the review. 

Supp table 
6 

 
From:  Page MJ, McKenzie JE, Bossuyt PM, Boutron I, Hoffmann TC, Mulrow CD, et al. The PRISMA 2020 statement: an updated guideline for reporting systematic reviews. BMJ 
2021;372:n71. doi: 10.1136/bmj.n71 
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Supplementary Table SIII:  Quality assessment of cohort studies by the Newcastle-
Ottawa scale 

Criteria 

 

Selection 
 

1) Representativeness of the Exposed Cohort? (scored 1 star) 
 

2) Selection of the Non-Exposed Cohort (same community scored 1 

star) 
 

3) Ascertainment of Exposure (scored 1 star) 
 

4) Demonstration That Outcome of Interest Was Not Present at Start of 

Study (no history of infertility scored 1 star) 
 

Comparability 5) Comparability of Cohorts on the Basis of the Design or Analysis 

(control or population matched for important factor scored 1 star; control 

for additional factor scored 1 star among maternal age, gestational age, 

sex, age) 
 

Outcome 6) Assessment of Outcome (Targeted gene studies : several CpGs and 

quantitative measure, Genome-wide : control for gender/cell-type 

composition scored 1 star) 
 

7) Same method of ascertainment of outcome for exposed and non-

exposed (scored 1 star) 
 

8) Was Follow-Up Long Enough for Outcomes to Occur (scored 1 star) 
 

Total stars (maximum: 9) 
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Supplementary Table SIV: GRADE of evidence criteria 

 

 
From GRADE (Grading of Recommendations Assessment, Development and Evaluation

 
GRADE 
criteria 

Rating  Footnotes  

Quality of 
the 
evidence 

Risk of Bias  No 
serious (-1) 
very serious (-2) 

As assessed with Newcastle-Ottawa 
scale : 

High - Moderate - Low 

 

 

 

⊕ ⊕ ⊕ ⊕ High 

 

 
⊕ ⊕ ⊕ 

Moderate 
 

 

 
⊕ ⊕ Low 

 

 
⊕ Very Low 

 
Inconsistency 

No 
serious (-1) 
very serious (-2) 

Contradicting studies 

Overlapping effect estimates 

 
Indirectness 

No 
serious (-1) 
very serious (-2) 

Generalizability 
Particular population/intervention (FH-
FZ, autologous and donor oocytes) 
Indirect comparison, Validation of 
gene expression changes 

Lack of appropriate controls 

Lack of descriptive statistics of 
participants 

 
Imprecision 

No 
serious (-1) 
very serious (-2) 

Targeted : n<63 per group with 1:1 ratio 
(or 47 ART/94 NC with 1:2 ratio, or 42 
ART/126 NC with 1:3 ratio) 

EWAS : n<100 in total or one group 
n<30 

Non-quantitative assessment 

 
Publication 
Bias 

Undetected 
Strongly suspected (-1) Less than 3 genes studied 

Other 
(upgrading 
factors) 

Large effect (+1 or +2) 
Dose response (+1 or 
+2) 
No Plausible 
confounding (+1 or +2) 

 Inconsistency:  +1 if validation cohort 
Imprecision: +1  +2 if large sample size 
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Supplementary Table SV: Definition of DMPs and DMRs and statistical thresholds set in each study. 

       DMPs DMRs 

Study Age Tissue DMP DMR 
Raw data 

accessibility 

Location of 

raw data 

Numbe

r of 

DMP 

found 

Criteria 

Number 

of DMP 

with 

availabl

e data 

Criteria 

DMP in 

genes 

with 2 

DMP 

Number 

of DMR 
Algorithm Criteria 

Katari et al., (2009) neonates 
cord 

blood 
yes no no   358 

P<0.05 (2-

way 

ANOVA) 

163 

p<0.08 in gene 

with 2 or more 

CpGs 

163 - - - 

  neonates placenta yes no no   246 

P<0.05 (2-

way 

ANOVA) 

86 

p<0.08 in gene 

with 2 or more 

CpGs 

86 - - - 

Camprubi et al., (2013) neonates placenta no yes 

no but 

processed 

data available 

Supplementa

ry Table S3 

and S4 in 

Camprubi et 

al. (2013) 

- - - - - 3 t-test 
25 iDMRs AND 

p<0.05 (Bonferroni) 

  neonates 
cord 

blood 
no yes 

no but 

processed 

data available 

  - - - - - 0 t-test 
26 iDMRs AND 

p<0.05 (Bonferroni) 

Melamed et al., (2014) neonates 
cord 

blood 
yes no no   733 FDR<0.05 61 

FDR<0.05 in 

gene with 2 or 

more CpGs OR 

with 

deltabeta>10% 

OR in imprinted 

gene 

48 - - - 

Estill et al., (2016) neonates 
bloodsp

ots 
no yes yes 

GEO : 

GSE79257 
- - - - - unknown A-clustering 

FDR<0.05 AND 

average ∆β ≥2.5% 

AND (in enhancer or 

IG) 

Castillo-Fernandez et al., 

(2017) 
neonates 

cord 

blood 
no yes yes 

EGA : 

EGAS000010

02248 

- - - - - 1 
linear mixed-

effects model 
FDR<0.05 

Xu et al., (2017) pregnancy CVS yes no no   0 FDR<0.05 0 FDR<0.05 0 - - - 

El Hajj et al., (2017) neonates 
cord 

blood 
yes no no   4730 FDR<0.05 4730 FDR<0.05 1596 - - - 

Litzky et al., (2017) neonates placenta no no yes 
GEO : 

GSE75248 
- - - - - - - - 
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Gentilini et al., (2018) neonates 
cord 

blood 
yes no yes 

GEO : 

GSE152380 
0 P<10-7 0 p<10-7 0 - - - 

Choufani et al., (2019) neonates placenta yes no yes 
GEO : 

GSE120250 
0 FDR<0.05 0 FDR<0.05 0 - - - 

Novakovic et al., (2019) neonates 
bloodsp

ots 
yes yes yes 

GEO : 

GSE131433 
2340 FDR<0.05 136 

FDR<0.05, ∆β 

≥5% 
8 18 DMRcate 

>=3DMP with 1DMP 

∆β ≥5% AND 

FDR<0.05 

  adults blood yes yes yes   0 FDR<0.05 0 
FDR<0.05, ∆β 

≥5% 
0 4 DMRcate 

>=3DMP with 1DMP 

∆β ≥5% AND 

FDR<0.05 

Chen et al., (2020) neonates 
cord 

blood 
no yes yes 

GEO : 

GSE136849 
- - - - - 4361 

calculateDiffMet

h() from 

MethylKit 

(logistic 

regression) 

adjusted p<0.05 

(SLIM method) AND 

∆β ≥5% AND (in 4 out 

of 6 group 

comparison) 

  neonates 
cord 

blood 
no yes yes   - - - - - 4831 

calculateDiffMet

h() from 

MethylKit 

(logistic 

regression) 

adjusted p<0.05 

(SLIM method) AND 

∆β ≥5% AND (in 4 out 

of 6 group 

comparison) 

Barberet et al., (2021) children 
buccal 

cells 
yes yes yes 

GEO : 

GSE150901 
401 

FDR<0.05, 

∆β ≥5% 
401 

FDR<0.05, ∆β 

≥5% 
391 

33 DMRcate 

>=3DMP AND 

(maximum 1000bp 

between DMP) 

Tobi et al., (2021) neonates 
cord 

blood 
yes no no   19 FDR<0.05 19 FDR<0.05 3 - - - 

Yeung et al., (2021) neonates 
bloodsp

ots 
yes yes no   12 FDR<0.05 12 FDR<0.05 4 

9 DMRff 

888 probes in 

imprinting regions 

AND p<0.05 

(Bonferroni) 

  children blood yes yes no   1 FDR<0.05 1 FDR<0.05 0 

1 DMRff 

889 probes in 

imprinting regions 

AND p<0.05 

(Bonferroni) 

Penova-Veselinovic et al., 

(2021) 
adolescent blood yes yes no   0 

P<6.31x10
-8 

0 p<6.31x10-8 0 

0 DMRff 

p<0.05 (Bonferroni) 

AND (maximum 500 

bp between DMP) 

Camaraschi et al., (2021) neonates 
cord 

blood 
yes no no   5 FDR<0.05 5 FDR<0.05 2 - - - 
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Supplementary Table SVI: Extracted data of DNA methylation in each included publication 
 
Available online at https://academic.oup.com/humupd/article/28/5/629/6544694#369820865 
 
Supplementary Table SVII: Studies characteristics 
 
Available online at https://academic.oup.com/humupd/article/28/5/629/6544694#369820865 
 
Supplementary Table SVIII: Imprinted region high quality studies 

 

  Birth Childhood Adulthood 

Targeted studies 

Placenta H19 CTCF31, KvDMR11 - - 

Cord blood PEG1/MEST2, PLAGL13 - - 

Dried bloodspots No studies - - 

Buccal smears H19 CTCF634 SNRPN5 No studies 

Peripheral blood No studies No differences No studies 

Genome-wide 
studies 

Placenta No studies reaching quality criteria - - 

Cord blood 
NTM6, RTL16, UBE3A6, LIN28B6, MESTIT16, 

MEST6, SGCE6 - - 

Dried bloodspots GNAS7, L3MBTL17, BLCAP7, HYMAI7, MEST7 - - 

Buccal smears No studies 
No studies reaching quality 

criteria No studies 

Peripheral blood No studies GNAS7 
No 

differences 
1Choux et al. (2018), 2Tierling et al. (2010), 3Vincent et al. (2016), 4Loke et al. (2015), 5Whitelaw et al. (2014), 6El Hajj et al. (2017), 
7Yeung et al. (2021) 
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2) Mécanismes biochimiques de modification de 

l’épigénome : la reprogrammation épigénétique comme 

période de susceptibilité 

Les modifications subies par le méthylome ovocytaire et embryonnaire pourraient être 

engendrées par deux mécanismes principaux. Le premier impliquerait la perturbation 

biochimique de la reprogrammation épigénétique via les cycles de la méthionine et des folates, 

et le second l’action du stress oxydant. 

Dans des conditions normales, la méthionine réagit avec l’ATP pour former la S-

adénosylméthionine (SAM) qui sous l’action des DNMTs libère le groupe méthyle et donne la 

S-adénosylhomocystéine (SAH) (Figure 25). Une hydrolase spécifique de la SAH la 

transforme en homocystéine et adénosine, et l’homocystéine est à nouveau retransformée en 

méthionine. Cela constitue le cycle de la méthionine. Un des principaux points de blocage du 

cycle se situe au niveau de l’hydrolysation de la SAH qui est une réaction hautement réversible 

et favorise davantage la synthèse de la SAH plutôt que son hydrolysation. La SAH possède 

plus d’affinité avec les méthyltransférases que la SAM, inhibant ainsi l’activité des 

méthyltransférases. L’accumulation de SAH via une concentration plus élevée d’homocystéine 

a donc tendance à bloquer le cycle de la méthylation, en limitant la disponibilité de groupement 

méthyle (Barroso et al., 2017). Par exemple, la stimulation ovarienne augmenterait la 

concentration en homocystéine dans le liquide folliculaire, et a donc la capacité de perturber 

la reprogrammation épigénétique de l’embryon (Boxmeer et al., 2008). 

Toute concentration inadaptée de méthionine dans le milieu de culture embryonnaire 

(concentrations supra- ou infra-physiologiques) est susceptible d’altérer la mise en place des 

profils de méthylation de l’embryon précoce issus de sa reprogrammation épigénétique, même 

si cela reste à démontrer chez l’humain (Ikeda et al., 2011).  
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Figure 25. Le cycle de la méthylation simplifié. 
En rouge, l’hydrolysation de la SAH est réversible et favorise davantage la synthèse de SAH à partir 
d’homocystéine et d’adénosine. En bleu, le mécanisme de méthylation de l’ADN : les 
méthyltransférases ont plus d’affinité avec la SAH que la SAM. ATP : adénosine triphosphate. MTHF : 
méthyltétrahydrofolate. Pi : phosphate inorganique. PPi : pyrophosphate inorganique. SAH : S-
adénosylhomocystéine. SAM : S-adénosylméthionine. THF : tétrahydrofolate. X : molécule pouvant être 
méthylée. 
 

En outre, le cycle des folates est intimement lié à celui de la méthionine. Il est démontré que 

des supplémentations en acide folique chez les femmes enceintes modulent la méthylation 

des nouveau-nés dans les régions soumises à empreinte IGF2 ou PEG3, et dans des gènes 

impliqués dans le neurodéveloppement, et même à long-terme (Steegers-Theunissen et al., 

2009; Haggarty et al., 2013; Richmond et al., 2018; Ondičová et al., 2022). Les milieux de 

culture embryonnaire ne possèdent pas de folates dans leur composition à la différence du 

fluide tubaire, et la privation en folates pourrait perturber la disponibilité de groupements 

méthyles (Morbeck et al., 2014; Menezo et al., 2019, 2022b).  

Il existe donc un risque accru en AMP de créer un déséquilibre des cycles des folates et de la 

méthionine qui coïncide avec la reprogrammation épigénétique, et qui peuvent induire des 

altérations du méthylome gamétique et embryonnaire, potentiellement durables. L’embryon et 

les gamètes possèdent des capacités d’homéostasie pour corriger ces déséquilibres, mais 
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l’accumulation des interventions en AMP pourraient induire in fine des modifications 

épigénétiques tangibles. 

Par ailleurs, les multiples manipulations effectuées en AMP sont génératrices de stress 

oxydant qui a pour origine un déséquilibre entre la production de dérivés réactifs de l’oxygène 

(DROs) et les mécanismes de protection face aux dégradations qu’ils induisent (Agarwal et 

al., 2022). Ces DROs peuvent oxyder les cytosines méthylées, qui se retrouvent dans un état 

hydroxyméthylé qui caractérise un signal de reconnaissance de déméthylation active pour les 

enzymes thymine-DNA glycosylases (TDG), TETs et potentiellement AID et APOBECs (Shen 

et al., 2014). Les embryons précoces ne sont pas capables de se défendre dans un 

environnement in vitro dépourvus d’antioxydants. La synthèse de cystéine à partir 

d’homocystéine n’est pas active aux stades où interviennent les manipulations en AMP, alors 

qu’elle est le précurseur du glutathion censé maintenir le potentiel redox du cytoplasme 

cellulaire (Menezo et al., 2022a). L’accumulation d’expositions à des conditions suboptimales 

en AMP est donc à risque pour le profil épigénétique entre l’absence de mécanisme de 

défense au stress oxydant et la perturbation des cycles des folates et de la méthionine. Il n’est 

pas exclu que d’autres mécanismes encore inconnus influencent les profils de méthylation. 

3) La vulnérabilité de l’ovocyte et de l’embryon humain 

face aux techniques d’AMP se traduit sur leur 

transcriptome 

L'exposition des gamètes et embryons à un environnement stressant les oblige à 

s'adapter, et l'acquisition du matériel transcriptionnel nécessaire au développement de 

l'embryon peut être compromise. Similairement à l’épigénome, le transcriptome serait sensible 

aux interventions réalisées en AMP, qui surviennent alors que les gamètes et l’embryon sont 

transcriptionnellement silencieux, partiellement ou complètement (Mermillod et al., 2008; 

Krisher, 2013). Les effets de la stimulation ovarienne, de la vitrification, de la maturation in 
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vitro et des conditions de culture ont été évalués afin de mesurer l’impact de ces interventions 

sur le stockage des ARN maternels.  

3.1) Effets sur l’ovocyte chez l’Homme 

3.1.1) Objectifs 

L’ovocyte est à la fois la cellule la plus grosse du corps humain mais aussi une des 

plus vulnérables à son environnement. Pendant des années, les investigations sur les effets 

des techniques d’AMP se sont focalisées sur l’embryon, tandis que c’est avant tout, la qualité 

ovocytaire qui détermine la compétence développementale du futur embryon et son issue 

clinique. L’exposition de l’ovocyte à des environnements stressants le force à s’adapter et 

modifie les modalités d’acquisition des transcrits nécessaires pour supporter les premières 

étapes du développement embryonnaire (O’Neill et al., 2012; Bertoldo et al., 2015). L’objectif 

de cette étude est d’identifier dans la littérature existante les facteurs intrinsèques à l’AMP 

susceptibles de perturber le transcriptome ovocytaire chez l’humain (stimulation ovarienne, 

cryopréservation, maturation and conditions in vitro) mais aussi ceux liés au contexte maternel 

(pathologies utérines, environnement et mode de vie des mères) qui ont la capacité de modifier 

l’expression de ses gènes. Trois points fondamentaux ont été discutés : 

i) les concordances dans les résultats obtenus entre différentes études pour un 

même facteur étudié 

ii) les dérégulations transcriptionnelles communes ou de certaines voies biologiques 

entre différents facteurs étudiés 

iii) l’existence de régions ou de groupes de gènes particulièrement sensibles à 

l’ensemble des facteurs étudiés 
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3.1.2) Matériels et méthodes 

Une recherche bibliographique approfondie d’articles originaux mesurant l’expression 

de certains gènes (approches gène candidat) ou le transcriptome (approche pangénomique) 

en lien avec les facteurs techniques et intrinsèques à l’AMP et en lien avec le contexte 

maternel a été réalisée dans PubMed (endométriose, syndrome des ovaires polykystiques, 

réserve ovarienne diminuée, âge maternel, tabagisme, obésité, pollution, stimulation 

ovarienne, maturation in vitro, cryopréservation). Pour chacune des études, le design (facteurs 

étudiés, populations comparées, …), le nombre et l’identité des gènes différentiellement 

exprimés selon la condition analysée et les voies biologiques altérées ont été notés. En 

l’absence d’études directement sur l’ovocyte lui-même pour certains facteurs, les études sur 

les cellules entourant l’ovocyte (cellules du cumulus ou de la granulosa murale) ont également 

été considérées. Ainsi, un total de 50 études est évalué de façon critique dans cette revue. 

3.1.3) Résultats 

L’absence d’études directement sur l’ovocyte humain et seulement sur les cellules qui 

l’entourent (cellules cumulus (CC) et cellules de la granulosa (CGM)) conduit à des 

conclusions limitées quant à l’effet de la stimulation ovarienne sur le transcriptome ovocytaire 

(Figure 26). Le recours à un protocole hormonal réalisée avec des agonistes ou antagonistes 

de l'hormone de libération de la gonadotrophine pour inhiber une augmentation prématurée 

de l'hormone lutéinisante ne semble pas influencer l’expression des gènes dans les CC 

(Devjak et al., 2012). Toutefois, le type de protocole de stimulation par gonadotrophines 

(hormone de stimulation folliculaire recombinante ou non ou urinaire (FSH, rFSH), 

gonadotrophine ménopausique humaine (hMG), supplémentation en hormone lutéinisante 

(LH)) module l’expression des CC et CGM, avec un effet dose prononcé (Grøndahl et al., 2009; 

Adriaenssens et al., 2010; Brannian et al., 2010; Barberi et al., 2012; Assou et al., 2013; Gatta 

et al., 2013; Gurgan et al., 2014; Cruz et al., 2017; Liu et al., 2022). Les principales voies 

biologiques différentiellement exprimées dans les CC et CGM semblent être au niveau de la 
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stéroïdogenèse, de l’angiogenèse, des interactions cellulaires et du métabolisme lipidique. 

L’induction de l’ovulation via différentes hormones (choriogonadotrophine humaine (hCG) ou 

agoniste de la gonadolibérine ou une combinaison des deux) dans les CC résulte en une 

expression différentielle de nombreux gènes impliqués dans la maturation ovocytaire (AREG, 

EREG) et des gènes à effets anti-angiogéniques (PEDF, VEGF), prévenant le risque de 

développement d’un syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHSO) (Borgbo et al., 2013; 

Haas et al., 2014, 2016; Vuong et al., 2017; Fuchs Weizman et al., 2019). Collectivement, il 

semble que l’hyperstimulation ovarienne impacte négativement l’achèvement de la maturation 

cytoplasmique de l’ovocyte (De Los Santos et al., 2012; Papler et al., 2014; Lu et al., 2019; 

Taher et al., 2021) et que différentes stimulations façonnent le contenu transcriptomique des 

cellules entourant l’ovocyte notamment celui impliqué dans le métabolisme lipidique. 

Les récentes études utilisant les techniques de dernière génération de séquençage montrent 

que la maturation in vitro augmente l’expression de gènes impliqués dans la phosphorylation 

oxydative ou l’apoptose, et dérégule des fonctions mitochondriales et métaboliques dans 

l’ovocyte (Zhao et al., 2019a; Ye et al., 2020; Lee et al., 2021; Yang et al., 2022). Ces résultats 

suggèrent une maturation cytoplasmique incomplète due à une déficience des processus 

énergétiques mobilisables par l’ovocyte. Les paramètres physico-chimiques de 

l’environnement in vitro doivent être strictement contrôlés d’après le modèle souris, sous peine 

de favoriser l’apoptose et la réponse au stress sous hyperoxie (Naillat et al., 2021; Takashima 

et al., 2021) ou la dérégulation de la signalisation hormonale et du cycle cellulaire par 

exposition au bisphénol A (Ferris et al., 2016). Toutes les sources de variation de ces 

paramètres nécessitent davantage de surveillance (température, phtalates, tension en 

oxygène, lumière, composition du milieu de culture, temps d’incubation, …). 

Par ailleurs, la vitrification ovocytaire chez l’Homme pourrait dégrader la qualité et le nombre 

d’ARNm maternels en comparaison d’ovocytes frais, indépendamment de la durée de 

conservation (Huo et al., 2021). L’étude du transcriptome ovocytaire confirme par ailleurs l’effet 

délétère de la congélation lente vis-à-vis de la vitrification (Monzo et al., 2012). 
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Si toutes ces études sont nécessaires, elles n’indiquent pas si les modifications 

transcriptomiques en lien avec les différentes techniques d’AMP évaluées ont un effet à court 

et long terme. Compte tenu des processus biologiques impactés (métabolisme, activité 

mitochondriale, cycle cellulaire) qui sont connus pour gouverner le développement 

embryonnaire jusqu’à la transition materno-zygotique, davantage d’études sont nécessaires 

pour mieux évaluer leurs répercussions. De plus il faut également prendre en compte que les 

ovocytes collectés en AMP proviennent souvent de patientes avec des problèmes d’infertilité 

variés (endométriose, âge avancé, faible réserve ovarienne, tabagisme, obésité, …) qui eux-

mêmes pourraient avoir un impact négatif sur le transcriptome ovocytaire.



 
147 

Figure 26.  Résumé des études évaluant les modifications du transcriptome après hyperstimulation ovarienne et ses modalités, maturation in vitro et 
cryopréservation.  
CC : cellules du cumulus. CGM : cellules de la granulosa murale. hCG : choriogonadotrophine humaine. HP-hMG : gonadotrophine ménopausique humaine 
hautement purifiée. GnRH : hormone de libération de la gonadotrophine. LH : hormone lutéinisante. MIV : maturation in vitro. rFSH : hormone de stimulation 
folliculaire recombinante. SOPK : syndrome des ovaires polykystiques.
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3.1.4) Article 3 - Transcriptomic integrity of human oocytes used in 

assisted reproductive technologies: technical and intrinsic factor effects 
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Supplementary Table S1. Summary of studies investigating transcriptomic effects of lifestyle and environmental factors. FC : absolute 
fold change. 
 

Authors Year Tissue Groups 
compared 

Sample size Population Technique Significance threshold Main results 

Endometriosis 

Ferrero et al. 2019 Oocyte 

(MII) 

Endometriosis 

vs healthy 

Endometriosis : 

n=16 
Control : n=16 

Age : 18-31 yo for control, 24-34 

yo for endometriosis 
BMI : 18.6-31.2 kg/m2 
Endometriosis : ovarian 

endometrioma (bilateral or 
unilateral) 
Control : healthy egg donors, no 

infertility problems 

scRNA-seq FDR<0.05 (t-test) 520 DEGs involved in steroid 

metabolism, response to oxidative 
stress, cell growth regulation, 
mitochondrion, methylation, 

angiogenesis 
Affected or unaffected ovaries show 
similar pattern 

 

PCOS 

Li et al. 2021 Oocyte 
(GV stage) 

PCOS vs 
healthy 

PCOS : n=3 
Control : n=3 

Age : 35.60±2.23 for control, 
32.40±1.29 for PCOS  
BMI : 17.7-28.1 kg/m2 

Control : regular menstrual cycle, 
normal appearance of ovaries, no 
clinical signs of PCOS 

RNA-seq FDR<0.05, log2FC>1.5 
(DESeq2) 
 

2755 DEGs involved in chromatin, 
microtubule, cytoskeleton, actin, 
MAPK signaling, mTOR signaling, 

FOXO signaling, spliceosome, gap 
junction, meiosis, oxidative 
phosphorylation 

 
826 transposable elements 
dysregulated 

Liu et al. 2016 Oocyte 
(GV, MI, 

MII stage) 

PCOS vs 
healthy 

PCOS : n=11 (3 
GV, 4 MI, 4 MII) 

Control : n=9 (3 
GV, 3 MI, 3 MII) 

Age : 28.5±3.7 for control, 27.4 
±3.0 for PCOS 

BMI : 22.7±3.1 and 22.7±3.9 
kg/m2    
Control : regular menstrual cycle, 

normal luteum serum 
progesterone levels, normal 
ovarian morphology 

scRNA-seq FDR<0.05 (?) 
 

GV : 606 DEGs 
MI : 437 DEGs 

MII : 839 DEGs (notably hormone 
receptors) 
 

Meiosis and maturation down-
regulated at GV but normal at MI and 
MII 

Cell-cell communication down-
regulated between oocytes and its 
CCs at all stages 

Qi et al. 2020 Oocyte 
(GV, MI, 
MII stage) 

PCOS vs 
healthy 

PCOS : n=20 (7 
GV, 4 MI, 9 MII) 
Control : n=14 (6 

GV, 5 MI, 3 MII) 

Age : 29.7±0.6 for control, 27.4 
±1.1 for PCOS 
BMI : 18.6±0.4 and 19.7±0.6 

kg/m2    
Control : regular menstrual cycle, 
normal luteum serum 

progesterone levels, normal 
ovarian morphology 

scRNA-seq p-value<0.05, FC>=2 
(DESeq2) 
 

GV : 2426 DEGs related to 
mitochondria-related processes and 
oocyte development 

MI : 1298 DEGs 
MII : 1181 DEGs 
 

No mitochondrial function alteration at 
MI and MII 

Wood et al. 2007 Oocyte 

(MII) 

PCOS vs 

healthy 

PCOS : n=6 

Control : n=6 

Age : 31.3±0.8 for control, 

30.6±1.4 for PCOS 

HG-U133 Plus 

2.0 (Affymetrix) 

p-value<0.05 (one-way 

ANOVA) 

374 DEGs related to signal 

transduction, cellular metabolism, 
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BMI : 23.6±1.3 and 31.0±3.8 

kg/m2 
Control : regular menstrual cycle, 
normal luteum serum 

progesterone levels, male or tubal 
factor infertility 

 DNA transcription, RNA processing, 

cellular architecture + maternal effect 
genes and meiosis/mitotic cell cycle 

 

Age 

Grondahl et al. 2010 Oocyte 
(MII) 

Young vs 
advanced 

maternal age 

Young group : 
n=10 

Advanced group : 
n=5 

Age : <36 yo for young, 37-39 for 
advanced 

No ovarian cysts and endometrial 
thickness 

HG-U133 Plus 
2.0 (Affymetrix) 

p-value<0.05, FC>=1.5, 
difference of means>50 

(univariate two-sample t-
test) 

342 DEGs involved in cell cycle 
regulation, chromosome aligment, 

sister chromatid separation, oxidative 
stress, ubiquitination 

Llonch et al. 2021 Oocyte 
(GV and 

MII) 

Changes with 
aging 

GV : n=40 
MII : n=32 

Age : 18-43 yo 
BMI : 18.8-30 kg/m2 except two 

(17 and 32) 
Infertility : advanced maternal age 
and male factor (exclusion of 

endometriosis, history of cancer, 
chronic infection) 

scRNA-seq p-value<0.01, FC>2 
(seurat) 

 

GV : 596 DEGs related to no GO term 
MII : 1219 DEGs related to 

chromosome segregation, 
mitochondrial function, RNA 
metabolism 

Only 29 genes overlapping in both 
comparisons 

Ntostis et al. 2021 Oocyte 

(GV and 
MII) 

Young vs 

advanced 
maternal age 

Young : n=5 GV 

and n=5 MII 
Advanced : n=5 
GV and n=6 MII 

Age : 21-26 yo for young, 41-44 

yo for advanced 
Infertility : male factor or 
unexplained 

Young group with no infertility 
(donor) 

scRNA-seq FDR<0.05, FC>2 (GLM) 

 

GV : 10 DEGs 

MII : 1191 DEGs (111⬈ and 1080⬊ 

with age) -> mitochondria related 
biological process, translation 

Reyes et al. 2017 Oocyte 
(GV and 
MII) 

Young vs 
advanced 
maternal age 

Young : n=5 GV 
and n=5 MII 
Advanced : n=5 

GV and n=5 MII 

Age : 20-29 yo for young, 40-43 
yo for advanced 
Oocyte donors 

Infertility : varying causes 

scRNA-seq FDR<0.05, FC>2 
(DESeq2) 
 

GV : 1 DEG with age 
MII : 255 DEGs related to oocyte 
maturation, mitochondria, cell cycle 

and cytoskeleton 

Steuerwald et 

al. 
2007 Oocyte 

(MII) 
Young vs 
advanced 

maternal age 

Young : 2 pools of 
10 oocytes 

intermediate : 1 
pool of 10 oocytes 
Advanced : 2 

pools of 10 
oocytes 

Age : <32 yo for young, >40 yo 
for advanced, >32 & <40 for 

intermediate 
Infertility : tubal disorder, 
advanced maternal age, male 

factor 

Affymetrix  
GeneChip® 

Human Genome 
Focus Arrays 

FC>1.5 
 

608 DEGs related to cell cycle 
regulation and control,cell signaling, 

cytoskeletal structure, energy 
pathways and mitochondrial function, 
DNA damage response and repair, 

protein transport and trafficking, 
transcription, protein phosphorylation 

Yuan et al. 2021 Oocyte 
(MII) 

Young vs 
advanced 
maternal age 

Young : n=3 
Advanced : n=6 

Age : <30 yo for young, >40 yo 
for advanced 
BMI : 21.5±1.6 and 22.4±2.1 

kg/m2 
Infertility : unknown 

scRNA-seq q-value<0.05, FC>2 
(DESeq2) 
 

481 DEGs related to transcription, 
ubiquitination, epigenetic regulation, 
cellular processes, cell cycle, protein-

protein interactions 

Zhang et al. 2020 Oocyte 

(MII) 

Young vs 

advanced 
maternal age 

Young : n=3 

Advanced : n=3 

Age : <30 yo for young, >40 yo 

for advanced 
Infertility : non-ovarian reasons, 
tubal blockage, uterine disease, 

male factor 

scRNA-seq No information 

 

357 DEGs involved in transcriptional 

activation, oxidative stress, immune 
function and catalytic activity 
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Diminished ovarian reserve 

Barragan et al. 2017 Oocyte 
(MII) 

Low vs high 
antral follicle 

count (AFC) 

Low AFC : n=18 
(young + 

advanced 
maternal age) 
High AFC : n=17 

(young + 
advanced 
maternal age) 

Age : 21±1 /24±2 yo for young, 
32±2/34±1 yo for advanced 

BMI <30 kg/m2 
Healthy oocyte donors : no 
evidence of systemic or 

reproductive conditions, negative 
for HIV, no sexually transmitted 
diseases, no hepatitis C and B 

Low AFC : 8±2/7±1 follicles 
High : 24±3/29±7 follicles 

GeneChip 
Human 

Transcriptome 
Array 2.0 
(Affymetrix) 

RT-qPCR 
validation 

FDR<0.05, FC>2 (linear 
regression) 

 

77 DEGs : 22 mRNAs and 55 
ncRNAs 

 

Smoking 

Budani et al. 2017 MGC Smokers vs non-
smokers 

Smokers : n=20 
Control : n=20 

Age : 32.8±4.1 and 33.7±3.8 yo 
BMI : 21.5±3.5 and 22.5±3.6 

kg/m2 
Infertility : male factor, 
unexplained, tubal or unknown 
Patients taking micronutrient  

supplements excluded 
Smoking habits were assessed  
by a questionnaire 

RT-qPCR p-value<0.05 (t-test) 
 

Higher expression of SOD2 with 
smoking 

Konstantinidou 
et al. 

2021 CC Smokers vs non-
smokers 

Smokers : n=5 
Control : n=5 

Age : <39 yo 
BMI : 19–25 kg/m2 

Infertility : tubal or male factors 
(exclusion of endometriosis, 
history of poor response in 

previous ART cycles or history of 
severe OHSS, AFC<7, >3 ART 
attempts without clinical 

pregnancy) 
Patients taking micronutrient  
supplements excluded 

Smoking habits were assessed  
by a questionnaire  

RT-qPCR p-value<0.05 (one-way 
ANOVA) 

 

26 DEGs related to cell death and 
survival, cell cycle, cell signaling, 

cellular growth and proliferation, gene 
expression, free radical scavenging, 
cellular function and maintenance 

and DNA replication, recombination 
and repair  

 

BMI 

Ruebel et al. 2017 Oocytes 
(GV, MI 

and MII) 

Obese vs 
normal weight 

Obese : n=11 
Control : n=13 

Age : 18-38 yo 
BMI : 22.3±0.6 for normal, 

32.3±1.8 kg/m2 for obese 
Infertility : male factor, ovulatory 
disorder, tubal factor, 

endometriosis, unexplained 
(PCOS, diabete, cardiovascular 
disease excluded) 

scRNA-seq p-value<0.05, FC>2 
(DESeq2) 

 

GV : 192 DEGs (cytokine-cytokine 
receptor) 

MI : 624 DEGs (metabolic 
pathways/MAPk signalling) 
MII : 468 DEGs (metabolic pathways 

and mTOR signaling) 
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Supplementary Table S2. Summary of studies investigating transcriptomic effects of ovarian stimulation. FC : absolute fold change. 
 

Authors Year Tissue Groups 

compared 

Sample size Population Technique Significance threshold Main results 

Ovarian stimulation 

Devjak et al. 2012 CC GnRH-a & 
GnRH-anta 

GnRH-a : n=6 MI 
and 9 MII 
GnRH-anta : n=4 

MI and 6 MII 

Age : <35 yo 
BMI : 17-26 kg/m2 
Infertility : tubal factor 

Human Gene 
1.0ST Arrays 
(Affymetrix) 

FDR<0.05 (two-way 
ANOVA) 
 

No difference 

Adriaenssens 

et al. 

2010 CC HP-hMG & rFSH HP-hMG : n=35 

rFSH : n=28 

Age : 33±6 and 34±5 yo 

BMI : 23±5 and 22±3 kg/m2 
Infertility : male factor (69% of 
HP-hMG/82% of rFSH), female 

factor (7%/6%), 
unknown (10%/6%) or 
male+female (14%/6%) 

RT-qPCR p-value<0.05 

(regression model) 
 

with rFSH : ⬈SPROUTY4, ⬊SDC4 

Assou et al. 2013 CC HP-hMG & rFSH HP-hMG : n=53 (6 
abnormal, 17 

immature, 30 MII) 
rFSH : n=93 (1 
abnormal, 21 

immature, 71 MII)  

Age : 21–34 yo 
BMI : 18–25 kg/m2 

Infertility : unexplained or mild 
male factor 

HG-U133 Plus 
2.0 (Affymetrix) 

FDR<0.05, FC>=1.5 
(Wilcoxon test) 

 

94 DEGs : lipid metabolism, cell-cell 
interaction, cellular assembly and 

organization, tumour necrosis factor 

Cruz et al. 2017 CC HP-hMG & rFSH 
& urinary FSH 

HP-hMG : n=6 
rFSH : n=5 

urinary FSH : n=5 

Age : 18-35 yo 
BMI : 20.6±0.9, 22.9±0.9 and 

21.5±1.3 kg/m2 
Healthy oocyte donors (regular 
menstrual cycle, no hereditary or 

chromosomal diseases, negative 
for sexually transmitted diseases) 

Whole Human 
Genome 

Microarray 4x44k 
(Agilent) 

p-value<0.05, FC>2 
(non-parametric test) 

 

rFSH vs hMG : 75 DEG involved in 
regulation of developmental process 

and anatomical structure development 
urinary FSH vs hMG : 155 DEG 
involved in biosynthetic and metabolic 

process 
rFSH vs urinary FSH : 43 DEG 

Gatta et al. 2013 CC HP-hMG & rFSH 
& rLH+rFSH  

HP-hMG : n=4 
rFSH  : n=8 
rLH+rFSH : n=4 

Age : <35 yo 
BMI : 18.5–24.9 kg/m2 
Infertility : male factor, tubal 

disease, unexplained infertility 

Human Whole 
Genome 
OneARRAy 

Microarray V5 
(Phalanx) 

Clustering analysis of 
genes with FC>1.7, 
measurable expression 

in >80% of samples 
 

499 DEGs with rLH+rFSH compared 
to rFSH 
3369 DEGs with HP-hMG compared 

to rFSH 

Brannian et al. 2010 MGC HP-hMG & rFSH HP-hMG : n=4 
rFSH : n=4 

Age : <35 yo 
BMI : 22.3±0.3 & 22.2±0.9 kg/m2 
Infertility : tubal or male factor 

CodeLink Whole 
Human Genome 
Bioarrays 

p-value<0.05, FC>2 (t-
test) 
 

1736 DEGs : signal transduction, 
transcription regulation, metabolism 

Grondahl et al. 2009 MGC HP-hMG & rFSH HP-hMG : n=15 
rFSH : n=15 

Age : 21-39 yo (30.9±4.8 & 
31.7±3.6) 

BMI : unknown 
Infertility : male factor, tubal 
disease, unexplained, mild 

endometriosis 

HG-U133 Plus 
2.0 (Affymetrix) 

p-value<0.05 (Welch t-
test), FC>1.5, mean 

difference of 40 
expression units 
 

85 DEGs : cellular lipid metabolism, 
lipid metabolism, phosphate 

metabolism, phosphorus metabolism, 
protein amino acid dephosphorylation 
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Gurgan et al. 2014 CC FSH+rFSH 

(sequential) & 
FSH or rFSH 
alone 

FSH : n=15 

rFSH : n=15 
FSH+rFSH : n=15 

Age : 30.2±4.8 yo 

BMI : 24.3±4.0 kg/m2 
Infertility : no PCOS 

HG-U133 Plus 

2.0 (Affymetrix) 

p-value<0.05 (one-way 

ANOVA and unpaired t-
test), FC>=1.5 
 

579 DEGs : cholesterol metabolism, 

cell morphology, cell death, cell 
growth and proliferation, embryonic 
development, cell adhesion, 

differentiation, transformation, protein 
synthesis 

Barberi et al. 2012 CC rFSH alone & r-

LH 
supplementation 

rFSH : n=11 

rFSH+rLH : n=7 

Age : 31–42 yo (32.3±0.3 & 

34.1±1.4) 
BMI : 18–25 kg/m2 
Infertility : tubal or unexplained or 

partners with semen 
abnormalities 

multiplex RT-

PCR 

p-value<0.05 (two-tailed 

t-test) 
 

With r-LH : ⬈ PTGS2 and HAS2 

Liu et al. 2022 MGC Mild ovarian 
stimulation & 
conventional 

COS 

Mild COS : n=27 
Conventional COS 
: n=21 

Age : 39.2±3.2 & 38.0±3.7 yo 
BMI : 23.1±2.7 & 21.7±1.9 kg/m2 
Poor ovarian responders 

(exclusion of endocrine disorders, 
ovarian surgery history, radio- or 
chemo-therapy, ovulatory 

dysfunction, endometriosis and 
PCOS) 

RNA-seq FDR<0.05 (edgeR) 
 

425 DEGs : cytokine activity, 
regulation activity, immune response, 
oocyte development, cytokine-

cytokine receptor, TGF-beta signaling 
pathway, cGMP-PKG signaling 
pathway, metabolic pathway 

 

Triggering method 

Borgbo et al.  2013 CC and 
MGC 

hCG & GnRH-a 
trigger 

CC : n=19 (10 
GnRH-a/9 hCG) 

MGC : n=16 (10 
GnRH-a/6 hCG) 

Age : 24-35 yo 
BMI : 18.9-30.7 kg/m2 (24.9 & 

23.8) 
Infertility : male factor, tubal 
disease, unexplained, mild 

endometriosis 

Human Gene 
1.0ST Arrays 

(Affymetrix) 

p-value<0.05, FC>1.5 (t-
test) 

 

CC : 391 DEGs involved in lipid 
metabolism, steroidogenesis 

MGC : 252 DEGs involved in cellular 
movement, cardiovascular 
development 

Haas et al. 2014 MGC hCG & GnRH-a 

trigger 

hCG : n=12 

GnRH-a : n=12 

Age : <40 yo (31.8±3.3 & 

31.7±4.8) 
BMI : unknown 
Infertility : tubal factors, male 

factor (PCOS and endometriosis 
excluded) 
Preimplantation genetic diagnosis 

RT-qPCR p-value<0.05 (two-tailed 

t-test) 
 

⬊ VEGF, inhibin beta B, CYP19A1, 

CYP11A1, 3betaHSD, FSHR, with 
GnRH-a 

Amphiregulin ⬈ with GnRH-a 

Haas et al. 2016 MGC hCG & 
hCG+GnRH-a 
trigger 

hCG : n=15 
hCG+GnRH-a : 
n=15 

Age 35.6±7.4 & 36.1±7.2 yo 
BMI : unknown  
Infertility : male, unexplained, 

mechanical 
Preimplantation genetic diagnosis 
Two subsequent cycled within 1 

year 

RT-qPCR p-value<0.05 (two-tailed 
t-test) 
 

Amphiregulin, epirgulin and PEDF ⬈ 

with dual trigger 

conexin43 ⬊ with dual trigger 

Vuong et al. 2017 MGC GnRH-a trigger at 
different doses 
(0.2, 0.3, 0.4 mg) 

0.2mg : n=10 
0.3mg : n=10 
0.4mg : n=10 

Age : 18–35 yo 
BMI : <28 kg/m2 
Oocyte donors : normal ovarian 

reserve or antral follicle count 
(exclusion of 

RT-qPCR p-value<0.05 (two-tailed 
test) 
 

No difference in genes tested 
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PCOS/anovulation/chronic 

medical condition) 

Weizman et al. 2019 CC Single trigger 
(hCG or GnRH-a) 
& dual trigger 

(hCG+GnRH-a) 

High responder : 
n=5 single vs n=6 
dual 

Normal responder 
:  n=4 single vs 
n=5 dual 

Poor responder :  
n=4 single vs n=6 
dual 

Age : 27-42 yo (34.0±1.3, 
33.0±2.1, 38.3±2.1, 35.8±1.2, 
36.3±1.9, 36.5±2.1) 

BMI : 19-32 kg/m2 
High responder : 
PCOS/OHSS/previous cycle 

cancellation or coasting/high 
levels of anti-Müllerian 
hormone/>13 follicle >=11mm on 

triggering day 
Poor responder : Age >40 or low 
ovarian reserve/previous poor 

response/low levels of anti-
Müllerian hormone/<4 retrieved 
oocytes 

No chronic disease 

RNA-seq FDR<0.05, FC>1.5 
(edgeR) 
 

High responder : 1766 DEGs related 
to apoptosis, cell-cycle regulation, 
extracellular matrix synthesis and 

remodelling, angiogenic and cell 
adhesion 
Normal responder : 3106 DEGs 

related to apoptosis, cell-cycle 
regulation, immune response, oocyte 
growth and maturation, extracellular 

matrix 
Poor responder : 1825 DEGs related 
to PEDF pathway, cell-cycle 

regulation, apoptosis, metabolism, 
transcription activation, angiogenesis, 
cell adhesion, migration, 

inflammation, oocyte maturation  

COS vs natural cycles 

de los Santos 
et al.  

2012 CC COS vs natural 
cycle 

Natural : n=4 
COS : n=4 

Age : <35 yo 
BMI : 19.3–28.9 kg/m2 

Oocyte donors 

Whole Human 
Genome Oligo 

Microarray 
(Agilent) 

p-value<0.05, FC>2 
(non-parametric test) 

 

18 DEGs : cellular developmental 
process, cell activation, cell 

differentiation, immune system 
development, regulation of biological 
quality 

Lu et al. 2019 MGC COS vs natural 
cycle 

Natural : n=3 
COS : n=4 

Age : <36 yo 
BMI : 18.8-26.6 kg/m2 
Infertility : male or tubal factors 

(exclusion ovulatory disorder or 
follicular dysplasia) 

RNA-seq FDR<0.05 (DEGSeq) 
 

1002 DEGs : cell cycle, chromosome 
segregation, oocyte meiosis, steroid 
hormone biosynthesis, oocyte 

maturation, ovarian steroidogenesis, 
immune response or processes, 
cyotkine-cytokine receptor, 

chemokine signiling, NF-kapp B 
signialing 

Papler et al. 2013 CC COS vs modified 

natural cycle 
(MNIVF) 

MNIVF : n=3 

COS : n=5 

Age : <35 yo 

BMI : 17-26 kg/m2 
Infertility : tubal cause, normal 
partners spermiogram 

Natural IVF cycle and COH in 
subsequent cycle 

Human Gene 

1.0ST Arrays 
(Affymetrix) 

FDR<0.05 (mixed model 

ANOVA) 
 

66 DEGs : olfactory transduction, 

RNA degradation, RNA transport, 
neuroactive ligand receptor 
interaction, ribosome biogenesis and 

ribosome, glutathione metabolic 
process, xenobiotic metabolic 
process, oxidation-reduction, gene 

expression 
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Supplementary Table S3. Summary of studies investigating  transcriptomic effects of oocyte in vitro maturation (IVM). FC : absolute 
fold change. 
 

Authors Year Tissue Groups 
compared 

Sample size Population Technique Significance threshold Main results 

Rescue IVM 

Jones et al. 2008 Oocyte In vivo maturation 

vs rescue IVM 

In vivo : n=11 

IVM : n=3 

No information Codelink Whole 

Human Genome 
Bioarrays 

FDR<0.05 (Welch t-test) 

 

2766 DEGs : 198 GO involved 

transcription, cell cycle, transport, 

cellular protein metabolism (all ⬈ with 

IVM) 

Lee et al. 2021 Oocyte In vivo maturation 
vs rescue IVM 

IVM low vs high 
quality oocytes  
IVM low vs high 

MII ratio 

In vivo : n=10 
IVM : n=11 

Age : 35.1±1.9 & 35.4±4.9 yo 
BMI : 23.4±2.6 & 23.3±4.5 kg/m2 

Infertility : no information 

Single-cell RNA-
seq 

FDR<0.05, FC>2 
(DESeq2) 

 

1559 DEGs : metabolic process, 
biosynthesis, oxidative 

phosphorylation 

Virant-Klun et 

al. 

2018 Oocyte In vivo maturation 

vs rescue IVM 
IVM with CC or 
not 

In vivo : n=30 

IVM : n=30 

Infertility : male factor Agilent Whole 

Human Genome 
Oligo Microarray 
8x60K v2 

FDR<0.05 (t-test) 

 

Positive regulation of transcription, 

placenta development, fatty acid 
beta-oxidation, histone H3 
acetylation, and cortical actin 

cytoskeleton organization, nucleic 
acid binding transcription factor 
activity and microtubule motor 

activity, and cellular component of 

intracellular organelle ⬈ in vivo 

 

mRNA metabolic process, translation, 
mitochondrion organization, and 
respiratory electron transport chain, 

RNA binding and structural 
constituent of ribosome, and 
intracellular membranebounded 

organelle as a cellular component ⬊ 

in vivo 

Wells and 
Patricio 

2007 Oocyte In vivo maturation 
vs rescue IVM 

In vivo : n=15 
IVM : n=10 

Age : 35.3±2.1 yo 
Infertility : male factor (no ovarian 
pathology) 

Applied 
Biosystems 
Human Genome 

Survey 
Microarray 

No information on 
threshold 
 

Biological process in ⬈  genes with 

IVM : signal transduction, nucleic acid 
metabolism, protein metabolism, 

tRNA metabolism, lipid and steroid 
metabolism 

Biological process in  ⬊  genes with 

IVM : protein biosynthesis, protein 
metabolism, translational regulation, 
cell cycle, cell surface receptor 
mediated signal transduction, 

homeostasis 
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Zhao et al. 2019 Oocyte In vivo maturation 

vs rescue IVM 

In vivo : n=3 

IVM : n=3 

(same patients) 

Age : 28-32 yo 

BMI : 18.3-25.4 kg/m2 
Infertility : male factor  

scRNA-seq q-value<0.05, FC>2 

(DESeq) 
 

8260, 9168, 11263 DEGs per women 

with 2230 in common : metabolic and 
signaling pathways (kinases and CoA 
production) 

Li et al. 2019 Oocyte rescue IVM vs 
rescue IVM with 
growth hormone  

In vivo : n=3 
IVM : n=3 

(same patients) 

Infertility : male factor  scRNA-seq adjusted p-value<0.05 
(DESeq) 
 

507 DEGs : meiotic progression, 
redox homeostasis of cellular 
environment, oocyte developmental 

competence 

Ouandaogo et 

al. 
2012 CC In vivo maturation 

vs rescue IVM in 

PCOS patients 

In vivo : n=9 
IVM : n=9 

Age : 32.3+3.3 & 33.8+3.1 yo 
Infertility : PCOS 

HG-U133 Plus 
2.0 (Affymetrix) 

FDR<0.05, FC>2 (SAM) 
 

5219 DEGs : cumulus expansion, 
oocyte maturation, cell cycle, DNA 

replication, recombination 
and repair 

 

IVM 

Yang et al. 2022 Oocyte In vivo maturation 
vs IVM 

In vivo : n=8 
IVM : n=12 

No information scRNA-seq p-value<0.05 (Wilcoxon 
test) 

 

2281 DEGs : cell-substrate adherens 
junction, cytosolic ribosome, focal 

adhesion, mitochondrial protein 
complex, mitochondrial respiratory 
chain complex, ribosomal subunit, 

ribosome, nucleoside triphosphate 
metabolic process, protein targeting, 
cadherin binding, NADH 

dehydrogenase activity, ubiquitin-like 
protein ligase binding 

Ye et al. 2020 Oocyte In vivo maturation 

vs IVM 

In vivo : n=8 

IVM : n=7 

No information scTrioseq roc (0.7) method (Seurat) 

 

507 DEGs : cell cycle, mRNA 

metabolism, DNA metbaolism, 
mitochondrial respiratory chain 
complex I biogenesis, response to 

endomplasmic reticulum stress, ATP 
metabolism 
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Supplementary Table S4. Summary of studies investigating  transcriptomic effects of oocyte cryopreservation. FC : absolute fold 
change. 
 

Authors Year Tissue Groups 
compared 

Sample size Population Technique Significance threshold Main results 

Barberet et al. 2022 Oocyte Fresh vs 
vitrification 
Semi-automated 

vs manual 
vitrification 

Fresh : n=7 
Semi-automated : 
n=7 

Manual : n=6 

Age : 21-36 yo 
Sibling oocytes (3 conditions for 
each patient) 

One oocyte donor 

scRNA-seq FDR<0.05 (DESeq2) 
 

Manual vs semi-automated : 5 DEGs 
Fresh vs vitrification : 108 DEGs 
involved in mRNA catabolic process 

and ribonucleoprotein complex 
biogenesis  

Chamayou et 

al. 
2011 Oocyte Fresh vs 

cryopreservation 
Slow freezing vs 

vitrification 

Fresh : n=15 
Slow freezing : 
n=15 

Vitrification : n=15 

No information RT-qPCR p-value<0.001 (z-test) 
 

NAP1L1, TOP1, H1F0H1, SMC, 
SCC3, RAD21, SMC1A, SMC1B, 
STAG3, ATP5GJ, SDHC, CLTA, 

MAPK6, CKS2, DPPA3, OCTA4, 
FOXJ2 differentially expressed with 
freezing 

 
Decrease in mRNA content in both 
freezing procedures compared with 

fresh oocytes 

D'Aurora et al. 2019 Oocyte Fresh vs 
vitrification 

Fresh : n=16 
Vitrification : n=16 

Age : two groups (<35yo and 
>35yo) 

BMI : normal 
Infertility : male, tubal or 
unexplained (exclusion of 

endometriosis) 

RT-qPCR p-value<0.05 (Wilcoxon) 
 

No difference 

Di Pietro et al. 2010 Oocyte Fresh vs 
vitrification 

Fresh : n=10 
Vitrification : n=15 

Infertility : male factor (exclusion 
of endometriosis, ovarian 
insufficiency, PCOS) 

RT-qPCR p-value<0.01 (t-test) 
 

No difference 

Huo et al. 2020 Oocyte Fresh vs 
vitrification 
Storage time 

Fresh : n=3 
Vitrification : n=13 
(1 months : 3/2 

months : 3/3 
months : 4/12 
months : 3) 

Age : 30-32 yo 
Infertility : tubal (exclusion of 
ovarian pathology) 

scRNA-seq FDR<0.05, FC>2 
(multiple t-tests) 
 

 
Storage time : 0 DEG 
1987 DEGs between fresh and 

vitrified oocytes : cell cycle, meiosis, 
oocyte growth, oocyte development, 
microtubule-based process, 

methylation, ubiquinone biosynthetic 
process, tricarboxylic acid cycle, 
MAPK cascade  

Monzo et al. 2012 Oocyte Fresh vs 
cryopreservation 
Slow freezing vs 

vitrification 

Fresh : n=3 pools 
(54 oocytes from 
11 patients) 

Slow freezing : 
n=3 pools (59 
oocytes from 16 

patients) 
Vitrification : n=4 

Age : <36 yo 
Infertility : male factor (exclusion 
of gynecological disorders) 

HG-U133 Plus 
2.0 (Affymetrix) 

FC>5 (SAM) 
 

Fresh vs slow freezing : 388 DEGs 
involved in role of BRCA1 in DNA 
damage response, aldosterone 

signaling pathway, cell cycle 
Fresh vs vitrification : 608 DEGs 
involved in ubiquitination pathway, 

growth hormone signaling pathway, 
cell cycle 
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pools (86 oocytes 

from 21 patients) 

Stigliani et al. 2015 Oocyte Fresh vs slow 
freezing 

Storage time 

Fresh : n=3 pools 
(31 oocytes from 

13 patients, two 
pools of 10 and 
one pool of 11) 

Slow freezing : 
n=4 pools for the 
3 years storage 

group (32 
oocytes from 6 
patients, pools of 

8 oocytes), n=4 
pools for the 6 
years storage 

group (36 
oocytes from 6 
patients, pools of 

9 oocytes) 

Age : 26-38 yo 
Infertility : no ovarian pathology 

Human GE 4x44 
K v2 (Agilent) 

FDR<0.1, FC>3 (t-test) 
 

Overall decrease of mRNA content 
between fresh and cryopreserved 

No difference between storage time 
group in mRNA content and 
differential expression 

Fresh vs cryopreserved : 102 DEGs 
involved in chromosome organization, 
RNA splicing, cell-cycle, process, 

response to DNA damage stimulus, 
cellular response to stress, DNA 
repair  
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Supplementary Figure S1. Concordance in the main findings of the 50 studies evaluated in this 
review, depending on the factors studied. *Some studies have assessed multiple conditions and 
should not be counted twice in the total (total number of studies included is 50). A : animal, CC : 
cumulus cells,  H : human, MGC : mural granulosa cells, OO : oocyte. 
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3.2) Effets sur l’embryon chez l’Homme 

L’embryon est transcriptionnellement silencieux chez l’Homme jusqu’au jour 3 après la 

fécondation et dépend exclusivement des ARNm maternels fournis par l’ovocyte (Braude et 

al., 1988; Vassena et al., 2011). Durant cette période, la capacité de l’embryon à maintenir 

son métabolisme et son homéostasie cellulaire peut donc être compromise si des 

modifications suboptimales de son micro-environnement surviennent (Edwards et al., 1998; 

Lane & Gardner, 2001). Par exemple, chez la souris, une courte exposition de l’embryon pré-

compaction compromet les capacités de développement ultérieur par rapport à la même 

exposition post-compaction (Zander et al., 2006). Les nombreux processus impliqués dans les 

techniques d’AMP, notamment au niveau de la culture embryonnaire (stress osmotique, 

variation des substrats, volatilité de certaines substances organiques) sont susceptibles de 

déclencher des mécanismes de réponse au stress chez l’embryon (Puscheck et al., 2015). 

Ainsi, de nombreux paramètres dans les pratiques d’AMP doivent être étroitement contrôlés, 

en particulier ceux qui entourent la culture embryonnaire. 

Avant cette thèse, seules deux études ont comparé le profil transcriptomique d’embryons 

humains cultivés dans deux milieux de culture différents, mais au stade blastocyste (post-

compaction). Utilisant la technologie du microarray, elles ont tout de même rapporté des 

dérégulations des gènes impliqués dans le cycle cellulaire, l'apoptose, la dégradation des 

protéines et le métabolisme, qui ont la capacité d'altérer le développement de l'embryon 

(Kleijkers et al., 2015; Mantikou et al., 2016).
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Chapitre 2 : Analyses biologiques sur 

expérimentations réalisées au laboratoire 

Ainsi ces analyses à partir des données de la littérature et cet état de l’art concernant 

le transcriptome et le méthylome façonnés par les interventions en AMP amène de 

nombreuses interrogations concernant la sécurité de ces techniques et définissent un certain 

nombre d’enjeux auxquels mes travaux de thèse ont tenté de répondre.  

Ces données nous font prendre conscience que le contenu transcriptomique de l’ovocyte et 

de l’embryon pré-implantatoire dictent de façon cruciale l’issue du développement 

embryonnaire. Ces périodes représentent les moments où l’ovocyte et l’embryon sont les plus 

vulnérables à leur environnement alors que les techniques d’AMP les plus invasives prennent 

place dans cette même fenêtre temporelle. Il apparaît notamment un manque de données 

concernant les effets de la vitrification ovocytaire au niveau transcriptomique, que cette thèse 

permet d’adresser par une étude originale comparant des ovocytes frais à des ovocytes 

vitrifiés manuellement ou semi-automatiquement (Barberet et al., 2022a). De plus, pour la 

première fois, cette thèse évalue l’impact du choix du milieu de culture embryonnaire sur des 

embryons pré-implantatoires au jour 2 et au jour 5 afin d’identifier le comportement du 

transcriptome embryonnaire face à des conditions de culture différentes (Ducreux et al., 2023). 

Par ailleurs l’analyse critique de la littérature des modifications des profils de méthylation par 

notre revue systématique et méta-analyse a mis en lumière un manque de données produites 

en post-natal. Aucune étude n’évaluait les profils de méthylation d’enfants de 7-8 ans conçus 

par FIV/ICSI. Nous avons donc mis en place une telle étude (Ducreux et al., 2021). 
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I) Le transcriptome ovocytaire et embryonnaire est-il 

influencé par différentes techniques d’AMP ? 

L’ovocyte et l’embryon pré-implantatoire subissent de nombreuses interventions en 

AMP alors même que paradoxalement, ces périodes du développement constituent celles où 

ils sont extrêmement vulnérables à l’environnement extérieur. En accord avec la DOHaD 

(Developmental Origins of Health and Disease), il est d’intérêt de santé publique d’avoir un 

regard critique sur les effets potentiels de ces interventions sur l’expression des gènes. 

Comme vu plus en amont, nous avons examiné si différentes techniques (stimulation 

ovarienne, cryopréservation, maturation in vitro, etc) modulent l’expression de gènes impliqués 

dans des fonctions biologiques analogues. Cette thèse a pour objectif de renforcer cette 

littérature existante par une nouvelle étude évaluant les effets de la vitrification ovocytaire, 

manuelle ou semi-automatique, afin de préciser l’influence de cette technique sur le contenu 

transcriptomique ovocytaire alors que cette technique fait face à une demande croissante de 

la population pour des raisons cliniques, éthiques et sociales. 

Pour terminer, cette thèse ira plus en aval du développement embryonnaire, au stade 4-

cellules et blastocyste pour mieux cerner les enjeux de la culture embryonnaire. Les effets de 

différentes formulations de milieux de culture embryonnaire pré-compaction seront comparés, 

une période où l’embryon apparaît fragile du fait de l’absence de contrôle embryonnaire.  
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1) Comparaison de la vitrification d'ovocytes à l'aide 

d'un système fermé semi-automatique ou manuel sur le 

transcriptome d’ovocytes humains appariés 

1.1) Objectifs 

Jusqu’à présent, six études ont examiné l’impact de la cryoconservation des ovocytes 

sur leur transcriptome chez l’Homme. Parmi elles, une seule étude a utilisé le scRNA-seq et 

sur un échantillon assez réduit de 16 ovocytes, les autres ayant eu recours aux technologies 

de microarrays ou PCR. Dans cette étude scRNA-seq, l’absence de groupe contrôle provenant 

du même « batch » que les ovocytes vitrifiés est une limite sérieuse aux conclusions tirées 

(dégradation de l’intégrité de l’ARN et dérégulation de gènes du cycle cellulaire et du 

développement avec la vitrification) (Huo et al., 2021). Nous avons tenu à proposer la plus 

grande étude évaluant l’effet de la vitrification sur le transcriptome ovocytaire humain à ce jour, 

réalisée avec une technologie de pointe (scRNA-seq) et un schéma expérimental 

statistiquement robuste. De plus aucune étude à ce jour n’a comparé la méthode de vitrification 

manuelle et semi-automatique. Cette étude permettra de comparer le transcriptome 

d’ovocytes humains vitrifiés selon ces deux méthodes. 

1.2) Matériels et méthodes 

Cette étude a été menée prospectivement au CHU de Dijon entre juin 2018 et février 

2020. Elle inclut, après recueil de consentement, des patientes réalisant une tentative de FIV 

ou ICSI pour des raisons médicales et des patientes faisant partie d'un programme de don 

d'ovocytes.  

Pour chaque patiente, trois ovocytes ayant atteint le stade MII au cours des 24 premières 

heures de culture (stade MIV-MII) ont été répartis de façon randomisée entre les groupes 
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ovocytes frais, vitrifiés manuellement ou vitrifiés semi-automatiquement, et les transcriptomes 

ont été analysés et comparés. Trois ovocytes MII in vivo supplémentaires ont été inclus le jour 

du prélèvement des ovocytes collectés chez une patiente faisant partie d'un programme de 

don d'ovocytes. Les ovocytes ont été vitrifiés manuellement dans un système fermé tandis que 

les ovocytes MII ont été vitrifiés semi-automatiquement à l'aide de GAVI®.  

L’analyse bioinformatique a été réalisée comme évoqué en introduction : contrôle qualité avec 

FastQC, « trimming » avec TrimGalore!, alignement sur le génome de référence hg38 avec 

STAR, quantification des lectures pour chaque gène avec featureCounts. Le numéro 

d'intégrité de la transcription (TIN, « transcript integrity number ») a été estimé pour évaluer la 

qualité de l'ARN post-séquençage pour chaque transcrit canonique à l'aide du logiciel RSeQC. 

Cela nous donnera une indication de l’effet de la vitrification sur la qualité globale du 

transcriptome. La proportion d'ADN mitochondrial (%mtDNA) (i.e. le pourcentage de lectures 

de séquençage alignées sur des gènes mitochondriaux) est un marqueur de qualité cellulaire, 

qui est intéressant pour évaluer sa capacité à être fécondé (Reynier et al., 2001; Santos et al., 

2006). Nous l’avons calculé pour chaque ovocyte séquencé en divisant le nombre total de 

lectures correspondant aux 38 gènes mitochondriaux annotés par la taille de la librairie pour 

chaque échantillon. 

La normalisation et l’analyse différentielle entre les groupes d’ovocytes vitrifiés et frais, puis 

entre vitrifiés manuellement et semi-automatiquement, ont été réalisé avec DESeq2. 

1.3) Résultats 

Nos résultats affichent des différences largement limitées entre les ovocytes frais et 

vitrifiés (108 DEGs mais logFC<1) ce qui est rassurant quant à la sécurité de cette technique 

pour l’intégrité du transcriptome ovocytaire. Il est possible que certains gènes soient sous-

exprimés en lien avec la vitrification comme l’indiquent plusieurs études dont la nôtre mais la 

mesure de l’intégrité des transcrits (TIN) nous indique que la vitrification ne dégrade pas le 

contenu transcriptomique ovocytaire dans sa globalité. De plus les deux modes de vitrification 
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testés affichaient des différences minimes (5 gènes différentiellement exprimés). Notre étude 

sur la vitrification des ovocytes apporte la preuve que cette technique est une avancée notable 

pour de nombreuses femmes car elle permet de conserver ses ovocytes à des moments 

opportuns, où les chances qu’ils soient fertilisables sont les plus hautes et sans risque majeur 

d’altération. 

1.4) Article 4 - Comparison of oocyte vitrification using a semi-

automated or a manual closed system in human siblings: survival 

and transcriptomic analyses 
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Additional file 1. Oocyte surfaces before and after vitrification process. 

 
Oocyte surfaces (µm2) Manual GAVI β (95%CI) p-valuea 

Before vitrification 10053.91 (± 757.87) 9987.90 (± 612.05) 66.01 (-102.14 ; 234.16) 0.443 

T0 post thawing 10236.12 (± 781.85) 10251.20 (± 713.44) -8.56 (-210.11 ; 192.99) 0.934 

T1 hour 10157.81 (± 701.70) 10085.63 (± 688.46) 77.01 (-106.77 ; 260.79) 0.414 

T2 hours 10134.40 (± 681.80) 10065.49 (± 687.80) 72.16 (-106.44 ; 250.76) 0.431 

T3 hours 10055.58 (± 656.25) 10015.83 (± 642.80) 42.34 (-130.15 ; 214.83) 0.632 

For continuous variables, mean (± SD) are presented. 95%CI: 95% Confidence Interval. 
a Linear mixed models with random effect on donor were estimated 
 

Additional file 2. A. Comparison of mean medTIN between FH and FZ oocytes. 
Significance was assessed using a linear mixed model with random effects. B. Gene body 
scRNA-seq read coverage across all samples. C. Comparison of the proportion of 
mitochondrial DNA (%mtDNA) between FH and FZ oocytes. Significance was assessed 
using a linear mixed model with random effects. 

 
 
Additional file 3. Semi-automated vs. manual vitrification differential expression 
analysis results for all genes. 
 
Available at https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1186%2Fs13048-022-01064-
3/MediaObjects/13048_2022_1064_MOESM3_ESM.xlsx 
 
Additional file 4. Semi-automated vs. manual vitrification differential expression 
analysis results for all genes only for in vivo mature oocytes. 
 
Available at https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1186%2Fs13048-022-01064-
3/MediaObjects/13048_2022_1064_MOESM4_ESM.xlsx 
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Additional file 5. FH vs. FZ oocytes differential expression analysis results for all 
genes. 
 
Available at https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1186%2Fs13048-022-01064-
3/MediaObjects/13048_2022_1064_MOESM5_ESM.zip 
 

Additional file 6. Expression of DNA methylation-related genes across fresh, manual 
and semi-automated vitrification groups. None of these genes were significantly 
differentially expressed in the comparisons between semi-automated vs manual and FH vs 
FZ. 
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2) Évaluation de l'influence de milieux de culture 

embryonnaire distincts sur le transcriptome 

préimplantatoire humain 

2.1) Objectifs 

Plusieurs interventions artificielles qui se déroulent lors d’un protocole d’AMP sont 

suspectées d’engendrer des perturbations du transcriptome et ainsi diminuer la qualité des 

embryons et les chances de grossesse. Parmi elles, l’utilisation de différents milieux de culture 

a été ciblée (Mantikou et al., 2016). Historiquement, des données avaient suggéré que la 

présence d’acides aminés était toxique pour l’embryon pré-implantatoire. Ces résultats ont 

conduit à la mise sur le marché de milieux de culture totalement dépourvus en ces composés 

organiques (Ménézo et al., 2013). Aujourd’hui, cette vision a été rectifiée et la tendance à 

l’utilisation de milieux riches en acides aminés semble un meilleur choix, dans des 

concentrations optimisées, même si ce n’est pas la norme dans toutes les cliniques (Menezo 

et al., 2019). Ici, nous nous proposons d’étudier l’effet de plusieurs milieux de culture au stade 

embryonnaire en pré-implantatoire (Ferticult, dépourvu en acides aminés ; Global, riche en 

acides aminés ; et SSM, plus utilisé en raison de sa sous-performance en termes de taux de 

préimplantation et de grossesse). Nous avons ainsi étudié le transcriptome d’embryons 

cultivés jusqu’au jour 2 (J2) et 5 après fécondation (J5, stade blastocyste) dans ces différents 

milieux de culture. L’effet d’une supplémentation en méthionine, un acide aminé essentiel au 

bon fonctionnement de la machinerie épigénétique, mais qui en excès peut affecter 

négativement la méthylation et la régulation épigénétique des gènes soumis à empreinte 

(Hoeijmakers et al., 2016) a aussi été testé. 
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2.2) Matériels et méthodes 

Des embryons cryoconservés au laboratoire de biologie de la reproduction du CHU de 

Dijon ont été donnés pour la recherche. Nous avons analysé par RNA-seq uniquement les 

embryons cultivés dans trois milieux de culture différents (Global medium, LifeGlobal ; 

FertiCult IVF medium, FertiPro ; SSM, Irvine Scientific) mais avec des critères morphologiques 

identiques, c'est-à-dire au stade 4-cellules avec moins de 15% de fragments anucléés et un 

clivage régulier. 

Dans une autre expérience, nous avons sélectionné des embryons cryoconservés au jour 2 

avec des critères morphologiques identiques à ceux décrits ci-dessus à partir de cohortes 

d'embryons cultivés jusqu'au jour 2 soit dans FertiCult soit dans Global, qui ont ensuite été 

cultivés jusqu'au jour 5 dans Global. Tous les embryons ont été traités suivant la méthode de 

Pérez-Palacios et al. (2021) pour mettre en place des analyses single-embryo RNA-

sequencing et établir leur profil transcriptomique (Pérez-Palacios et al., 2021). 

Enfin, pour la supplémentation en méthionine, nous avons inclus des embryons cryoconservés 

au jour 2 provenant de cohortes des mêmes patients (embryons frères) avec au moins quatre 

embryons présentant des critères morphologiques identiques (stade 4-cellules). Ces 

embryons frères ont été cultivés au hasard dans le milieu Global sans ou avec 

supplémentation en méthionine (200µM ; concentration près de trois fois supérieure à celle du 

milieu Global) et nous avons analysé les ARNm totaux par single-embryo RNA-seq. La 

concentration en méthionine après supplémentation entre dans une gamme observée parmi 

les milieux de culture commercialisés aujourd’hui. 

Le traitement bioinformatique des données de séquençage a inclus le contrôle qualité des 

données avec FastQC, le « trimming » avec TrimGalore!, l’alignement sur le génome de 

référence hg38 avec STAR, la quantification de l’expression brute des gènes avec 

featureCounts. La normalisation des données d’expression a été effectuée avec la méthode 
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TMM de edgeR et l’analyse différentielle avec limma-voom qui est particulièrement 

performante avec les données issues de single-cell RNA-seq (Soneson & Robinson, 2018).  

Par ailleurs, nous avons comparé nos données avec trois études de single-cell RNA-seq sur 

des embryons précoces (Xue et al., 2013; Yan et al., 2013; Petropoulos et al., 2016). Pour 

identifier les gènes dont l'expression change dynamiquement au cours du développement 

embryonnaire précoce, de manière continue, indépendamment du stade de l'embryon, nous 

avons appliqué la réduction de la dimensionnalité PHATE, une méthode récemment 

développée qui a déjà été appliquée aux cellules souches embryonnaires humaines (Moon et 

al., 2019). Nous avons ensuite inféré les lignées existantes et le « pseudotime » à l'aide de 

slingshot, une méthode adaptée aux structures de lignées ramifiées dans les données de 

faible dimension. 

2.3) Résultats 

Nous avons pu mettre en évidence des différences d’expression pour 266 gènes à J2 

entre les milieux Ferticult et Global, alors que le SSM a révélé très peu de différences avec les 

deux autres milieux. Par l’intermédiaire d’analyse de Gene Ontology et de Gene Set 

Enrichment Analysis, ces différences transcriptomiques se sont avérées en lien avec le 

développement embryonnaire et la division cellulaire. A J5, les différences étaient atténuées 

avec seulement 18 gènes différentiellement exprimés, différents de ceux observés à J2, 

suggérant une plasticité de l’embryon face aux différentes conditions de culture. Les embryons 

cultivés dans le Ferticult jusqu’au jour 2 présentaient des anomalies de surexpression de 

quelques gènes à effets maternels au jour 5 (qui codent des facteurs d’origine ovocytaire et 

impliqués dans le développement embryonnaire) comme PADI6 et TUBB8, et d’autres 

identifiés comme jouant un rôle dans les premières divisions cellulaires. Spécifiquement, ces 

transcrits affichaient un retard de dégradation chez les embryons cultivés dans le Ferticult 

jusqu’au jour 2 en comparaison de données modélisant la cinétique attendue du transcriptome 

embryonnaire précoce. Il reste inconnu si le retard de dégradation spécifique à ces transcrits 
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impacte réellement le phénotype du fœtus et du nouveau-né. Dans leur globalité, nos résultats 

montrent la capacité de l’embryon à s’adapter à un environnement suboptimal pré-compaction 

(dépourvu en acides aminés) par une modulation de son activité transcriptomique et suggèrent 

que les milieux riches en acides aminés placent l’embryon dans une cinétique 

transcriptomique optimisée et donc favorable pour son développement. 

2.4) Article 5 - Assessing the influence of distinct IVF culture 

media on human pre-implantation development using single-

embryo transcriptomics 
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Supplementary Methods 

Freezing/thawing procedure 

The freezing procedure was performed following a slow freeze protocol (2°C/min from 20°C to 
−7°C, manual seeding, 0.3°C/min to −30°C, and 35°C/min from −30 to −150°C). An adaptation 
of a freezing thawing procedure (FREEZE-KIT 1™ and THAW KIT 1™, Vitrolife, Göteborg, 
Sweden) was performed. Briefly, the straws were loaded successively with sucrose 0.2 M, air 
(1 cm), the embryo in 1.5 M propanediol + 0.1 M sucrose, air (1 cm) and 1.5 M propanediol + 
0.1 M sucrose. At the time of thawing, the straws were kept at RT for 2 min, at 37°C for 3 min 
and at RT for 1 min and the straw contents were then mixed gently for 10 s. The embryo, in a 
solution of propanediol and sucrose, was then transferred to IVF medium and then immediately 
used for the single embryo RNA-seq.  

Supplementary Figure S1. Overlap of expressed genes in our study with Yan et al. and Xue 
et al. data. (A) Table and Venn diagram indicating the number of expressed genes that 
overlap between studies at day-2. (B) Venn diagram indicating the number of expressed 
genes that overlap between studies at day-5. 
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Supplementary Figure S2. Comparison of global gene expression profiles between Yan et 
al., Xue et al. and this study’s datasets. (A) Principal component analysis of Yan et al., Xue et 
al. and this study’s datasets according to the normalized expression (log2(cpm+1)) of all 
expressed genes. Right panel displays PCA results for the embryos analyzed in this study 
only. (B) Hierarchical clustering of Yan et al., Xue et al. and this study’s datasets according to 
the normalized expression (log2(cpm+1)) of all expressed genes.  
 

 
 

Supplementary Figure S3. Statistics of the differential expression analysis for all three group 
comparisons. (A) Pairwise comparison of the levels of expression of all genes expressed 
between Ferticult, Global and SSM groups. R: Spearman’s correlation coefficient. Each point 
represents a gene. (B) Histogram of raw p-values in the three group comparisons. 

 



 
224 

Supplementary Figure S4. PCA of Ferticult and Global samples at day-2 on the 266 DEGs.  

 

Supplementary Figure S5. Visualization of the 266 DEGs at day-2 in the Ferticult-to-Global 
comparison. (A) Heatmap according to their log2(cpm+1) expression. Samples are 
represented in rows and genes in columns. (B) Repartition of DEGs into strictly maternal, 
maternal and embryonic, and embryonic transcripts (from left to right) according to their pattern 
of expression along the first embryonic states assessed with Yan et al. (2013) data. 
Dendrograms represent the hierarchical clustering of genes per category, colored by culture 
medium groups.  
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Supplementary Figure S6. Detailed analysis of significant GO terms significantly over-
represented in DEGs between Ferticult and Global at day-2. (A) Overview of most significant 
GO terms from clusters of significant pathways over-represented in day-2 differentially 
expressed genes (DEGs). (B) Network of all GO significantly enriched terms, colored by their 
representative GO terms. Three clusters of GO terms interaction were identified. Each node is 
an individual GO term and its size indicates the number of genes included in the GO term. 
Thick links connect GO terms of high similarity. (C) Detailed expression of DEGs between 
Ferticult and Global at day-2 involved in clusters of enriched pathways. Barplot represents the 
expression level (log2(cpm+1)) for each gene in the cluster.  
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Supplementary Figure S7. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of global gene expression 
changes in Ferticult-to-Global comparison. Only the top-10 biological processes are shown. 
The enrichment score, represented by the curves, reflects the degree to which genes 
belonging to a specific GO (each gene is represented by a point in the curve) are over-
represented in the first or last position of the overall gene ranking (genes ranked from the 
highest positive logFC to the highest negative logFC). Walking down the ranked list of genes, 
GSEA increases the enrichment score when a gene is encountered in the GO considered (bars 
at the bottom of the plot) and decreases the score if not (absence of bars at the bottom of the 
plot). A positive peak enrichment score indicates that genes belonging to the GO considered 
are over-expressed with Ferticult. The vertical line separates genes with positive logFC (left 
side) from those with negative logFC (right side) with Ferticult compared to Global. For 
example, concerning the genes involved in the anterior/posterior pattern specification pathway, 
we observe high density of genes with the largest positive logFC (pink curve), symbolized by 
a positive peak enrichment score. This pathway appears up-regulated with Ferticult. 
  

 
 

Supplementary Figure S8. Differential expression analysis at day-2 focused on top-20 
expressed transposable elements for all groups. (A) Heatmap of log2 fold change of 
transposable elements in all comparisons between culture media. (B) Heatmap of mean 
expression of transposable elements in all culture media groups. Log2 mean expression was 
calculated by taking the average log2(cpm+1) expression. 
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Supplementary Figure S9. Study design of the experiment regarding methionine 
supplementation in the culture medium at day-2.  

 
 

Supplementary Figure S10. PHATE reduction of Petropoulos’ (2016) embryo scRNA-seq 
data. Each point represents one of the 1529 cells in the dataset. Curves indicate the trajectory 
of the three inferred lineages by slingshot. (A) Colored by k-means clusters identified in this 
study. Cells were grouped into 8 clusters according to their global expression of expressed 
genes. This clustering was used as input in slingshot to depict the global structure of underlying 
embryonic lineages. (B) Colored by Meistermann et al. lineage inference. Authors applied 
UMAP dimensionality reduction on module eigengenes identified with WGCNA (Langfelder 
and Horvath, 2008) to cluster cells according to their association with gene expression 
signatures specific to developmental stages and lineages. (C) Colored by Petropoulos et al. 
original lineage inference. Authors used PCA dimensionality reduction to infer embryonic 
lineages of cells after day-5. (D) Colored by pseudotime inferred with slingshot in this study 
(arbitrary unit). Pseudotime of the second lineage has been chosen for the purpose of 
visualization. Earliest embryonic stages in the dataset are gray colored, while dark red colored 
points are indicative of the latest cells timepoints.  
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Supplementary Table S1. Clinical characteristics of patients, embryo origin and morphology. 
 

Fertilization 
method * 

Couple Woman 
age (WA) 
** 

Paternal 
age (PA) 
*** 

Diagnosis  Type of COH Hormonal treatment Medium used 
until Day-2 

Medium used 
until day-5 

Morphology 
at day-2 *** 

Morphology at 
blastocyst stage ** 

cIVF Couple 1 35 36 Polycystic ovary syndrome Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

cIVF Couple 1 35 36 Polycystic ovary syndrome Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 2 36 35 Intra-uterine insemination failures Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 2 36 35 Intra-uterine insemination failures Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global 4-cell (<15%, 
T) 

ICSI Couple 2 36 35 Intra-uterine insemination failures Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 2 36 35 Intra-uterine insemination failures Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 3 32 32 Endometriosis Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 3 32 32 Endometriosis Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 3 32 32 Endometriosis Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

cIVF Couple 4 33 35 Sperm cryopreservation before 
gonadotoxic treatment 

Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

cIVF Couple 4 33 35 Sperm cryopreservation before 
gonadotoxic treatment 

Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 5 27 39 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Ferticult 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 5 27 39 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Ferticult 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 6 31 33 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

SSM 4-cell (<15%, 
T) 

ICSI Couple 6 31 33 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 6 31 33 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

cIVF Couple 7 29 27 Intra-uterine insemination failures Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 8 36 34 Oocyte donation Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 8 36 34 Oocyte donation Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 8 36 34 Oocyte donation Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 8 36 34 Oocyte donation Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 9 25 30 Dysovulation and fertilization failure in 
IVF 

Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 9 25 30 Dysovulation and fertilization failure in 
IVF 

Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 9 25 30 Dysovulation and fertilization failure in 
IVF 

Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

SSM 4-cell (<15%, 
T) 

ICSI Couple 9 25 30 Dysovulation and fertilization failure in 
IVF 

Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

SSM 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

cIVF Couple 10 34 39 Polycystic ovary syndrome Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Ferticult 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

cIVF Couple 10 34 39 Polycystic ovary syndrome Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Ferticult 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 11 35 37 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Ferticult 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 11 35 37 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Ferticult 
 

4-cell (<15%, 
T) 
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ICSI Couple 12 35 32 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

ICSI Couple 12 35 32 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global 
 

4-cell (<15%, 
T) 

 

                      
cIVF Couple 13 37 35 Idiopathic Long GnRH-agonist protocol Highly Purified Human Menopausal 

Gonadotropin (FSH + LH; Menopur®) 
Ferticult Global 4-cell (<15%, 

T) 
B2 

cIVF Couple 14 38 38 Dysovulation Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Ferticult Global 4-cell (<15%, 
T) 

B2  

cIVF Couple 14 38 38 Dysovulation Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Ferticult Global 4-cell (<15%, 
T) 

B2 

cIVF Couple 15 34 37 Intra-uterine insemination failures and 
unique ovary 

Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Ferticult Global 4-cell (<15%, 
T) 

B3 BB 

cIVF Couple 15 34 37 Intra-uterine insemination failures and 
unique ovary 

Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Ferticult Global 4-cell (<15%, 
T) 

B3 BA 

cIVF Couple 15 34 37 Intra-uterine insemination failures and 
unique ovary 

Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Ferticult Global 4-cell (<15%, 
T) 

B2 

cIVF Couple 16 27 29 Poor ovarian reserve Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global Global 4-cell (<15%, 
T) 

B2 

ICSI Couple 17 29 34 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Ferticult Global 4-cell (<15%, 
T) 

B3 BB 

cIVF Couple 18 34 37 Idiopathic Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Global Global 4-cell (<15%, 
T) 

B2 

cIVF Couple 19 38 40 Tubal factor infertility Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global Global 4-cell (<15%, 
T) 

B3 BB 

cIVF Couple 20 37 34 Endometriosis Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Global Global 4-cell (<15%, 
T) 

B2 

cIVF Couple 21 29 29 Polycystic ovary syndrome Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global Global 4-cell (<15%, 
T) 

B4 AB 

cIVF Couple 21 29 29 Polycystic ovary syndrome Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global Global 4-cell (<15%, 
T) 

B3 BB 

cIVF Couple 21 29 29 Polycystic ovary syndrome Long GnRH-agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
(FSH; Puregon®) 

Global Global + 
methionine 
supplementation 

4-cell (<15%, 
T) 

B2 

ICSI Couple 22 33 32 Poor ovarian reserve + Oligozoospermia Short GnRH agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
and luteinizing hormone (FSH+ LH; 
Pergoveris®) 

Global Global 4-cell (<15%, 
T) 

B3 BB 

ICSI Couple 22 33 32 Poor ovarian reserve + Oligozoospermia Short GnRH agonist protocol Recombinant follicle-stimulating hormone 
and luteinizing hormone (FSH+ LH; 
Pergoveris®) 

Global Global + 
methionine 
supplementation 

4-cell (<15%, 
T) 

B2 

ICSI Couple 23 41 37 Azoospermia (donnor sperm) Short GnRH agonist protocol Highly Purified Human Menopausal 
Gonadotropin (Menopur®) 

Global Global + 
methionine 
supplementation 

4-cell (<15%, 
T) 

B3 BB 

ICSI Couple 23 41 37 Azoospermia (donnor sperm) Short GnRH agonist protocol Highly Purified Human Menopausal 
Gonadotropin (Menopur®) 

Global Global 4-cell (<15%, 
T) 

B2 

ICSI Couple 24 29 35 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Global Global + 
methionine 
supplementation 

4-cell (<15%, 
T) 

B2 

ICSI Couple 24 29 35 Oligozoospermia Long GnRH-agonist protocol Recombinant Follicle Stimulating 
Hormone (FSH; Gonal-f®) 

Global Global 4-cell (<15%, 
T) 

B2 

* cIVF: conventional IVF; ICSI: Intra Cytoplasmic Sperm Injection        
** at the 4-cell stage with less than 15% of anucleate fragments and regular cleavage (T : typical)       
*** The evaluation of blastocysts was based on Gardner and Schoolcraft’s blastocyst grading scale (Gardner and Schoolcraft, 1999). Briefly, 
this evaluation enumerates the degree of expansion and hatching represented by a numerical value (1–6) followed by the appearance of the 
key features of the inner cell mass then the trophectoderm in letters (A–C).    
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Supplementary Table S2. Statistics on survival after thawing. 
 

 Experiments - day-2 

Number of thawed embryos  50 

Number of embryos* used to single-embryo RNAseq 31 

 Experiments - day-5 

Number of thawed embryos  68 

Number of embryos* cultured up to day-5 44 

Number of blastocysts** used to single-embryo RNAseq 21 
 
*: fully survived embryos at the thawing process 
**: blastocysts with at least B2 blastocoel cavity without lysis 
 
Supplementary Table S3. Composition of the different culture media (from Morbeck et 

al. (2014), Bouillon et al. (2016) and Material Safety Data Sheet from manufacturers) 
 

  Global SSM Ferticult 

Salts and ions Sodium Chloride + + + 
 Potassium Chloride + + + 
 Magnesium Sulfate + + + 
 Calcium Chloride + + + 

 Potassium Phosphate + + 
Not 
documented 

Buffer Sodium Bicarbonate + + + 
Energy Substrates Glucose + + + 
 Sodium Pyruvate + + + 
 Sodium Lactate + + + 
Essential Amino Acids Arginine + + - 
 Cysteine + + - 
 Histidine + + - 
 Isoleucine + + - 
 Leucine + + - 
 Lysine + + - 
 Methionine + + - 
 Phenylalanine + + - 
 Threonine + + - 
 Tryptophan + + - 
 Tyrosine + + - 
 Valine + + - 
Non-essential Amino 
Acids Alanine + + - 
 Asparagine + + - 
 Aspartic acid + + - 
 Glutamic acid + + - 
 Glycine + + - 
 Proline + + - 
 Serine + + - 
 Taurine - + - 

Di-peptide  

Glycyl-L-
Glutamine 

Alanyl-L-
Glutamine - 

Chelator  EDTA EDTA Albumin 
Indicator Phenol Red + + + 
Antibiotic Gentamicin + + + 
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Supplementary Table S4. Single-embryo RNA-sequencing statistics for all samples. 

Sample Day 
Culture 

media until 
day-2 

Culture media 
until day-5 

# of 
sequenced 
reads after 
trimming 

Total 
Mapped 

reads 

% of 
mapping 

# of reads 
mapped to 
multiple loci 

# of 
uniquely 
mapped 

reads 

% of 
uniquely 
mapped 

reads 

A1132R66 day-2 Ferticult NA 4228442 4149099 98,12 267746 3881353 93,55 

A1132R67 day-2 SSM NA 3608168 3539521 98,10 235008 3304513 93,36 

A1132R68 day-2 Global NA 3265891 3196541 97,88 254568 2941973 92,04 

A1132R69 day-2 Ferticult NA 3107262 3014947 97,03 357881 2657066 88,13 

A1132R70 day-2 Global NA 3524971 3186553 90,40 337477 2849076 89,41 

A1132R71 day-2 SSM NA 3323018 3229629 97,19 362436 2867193 88,78 

A1132R72 day-2 Global NA 3706461 3614973 97,53 256132 3358841 92,91 

A1132R73 day-2 Global NA 3385125 3261796 96,36 287680 2974116 91,18 

A1132R74 day-2 Global NA 4962136 4390664 88,48 635891 3754773 85,52 

A1132R75 day-2 Global NA 3123505 3058254 97,91 312623 2745631 89,78 

A1132R76 day-2 Global NA 2852308 1751586 61,41 245797 1505789 85,97 

A1132R77 day-2 Global NA 2821238 2750670 97,50 246123 2504547 91,05 

A1132R78 day-2 Global NA 3001231 2933449 97,74 243835 2689614 91,69 

A1132R79 day-2 Global NA 2603393 2553430 98,08 161678 2391752 93,67 

A1132R80 day-2 Global NA 4089624 4000901 97,83 289957 3710944 92,75 

A1132R81 day-2 Ferticult NA 3847971 3774294 98,09 294331 3479963 92,20 

A1132R82 day-2 Ferticult NA 3919320 3838863 97,95 395106 3443757 89,71 

A1132R83 day-2 Ferticult NA 3274348 3204632 97,87 342781 2861851 89,30 

A1132R84 day-2 Ferticult NA 3357239 3300235 98,30 425381 2874854 87,11 

A1132R85 day-2 SSM NA 2863766 2816884 98,36 217208 2599676 92,29 

A1132R86 day-2 SSM NA 3691155 3605156 97,67 294088 3311068 91,84 

A1132R87 day-2 SSM NA 3269342 3216229 98,38 182292 3033937 94,33 

A1132R88 day-2 SSM NA 2928750 2824506 96,44 328757 2495749 88,36 

A1132R89 day-2 SSM NA 2950992 2907345 98,52 186666 2720679 93,58 

A1132R90 day-2 SSM NA 3093971 3034720 98,08 309939 2724781 89,79 

A1132R91 day-2 SSM NA 2508149 2374993 94,69 203921 2171072 91,41 

A1132R92 day-2 SSM NA 2249211 2210477 98,28 119636 2090841 94,59 

A1132R93 day-2 SSM NA 2382129 2343917 98,40 148960 2194957 93,64 

A1132R94 day-2 SSM NA 3715397 3657254 98,44 263968 3393286 92,78 

A1132R95 day-2 SSM NA 4180994 4093468 97,91 284960 3808508 93,04 

A1132R96 day-2 SSM NA 3046106 2993990 98,29 253314 2740676 91,54 

D655T01 day-5 Ferticult Global 12229565 9227136 75,45 572592 8654544 93,79 

D655T02 day-5 Ferticult Global 12152896 9336972 76,83 594149 8742823 93,64 

D655T03 day-5 Ferticult Global 11975256 9655686 80,63 613940 9041746 93,64 

D655T04 day-5 Ferticult Global 11159992 9283995 83,19 719279 8564716 92,25 

D655T05 day-5 Ferticult Global 12012407 9639737 80,25 669172 8970565 93,06 

D655T06 day-5 Global Global 11535788 9516615 82,50 880594 8636021 90,75 

D655T07 day-5 Ferticult Global 14099641 11170632 79,23 725757 10444875 93,50 

D655T08 day-5 Global Global 12376085 10249418 82,82 704957 9544461 93,12 
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D655T09 day-5 Global Global 13719853 10759111 78,42 794709 9964402 92,61 

D655T10 day-5 Global Global 13059421 11188226 85,67 799733 10388493 92,85 

D655T11 day-5 Global Global 12147437 10477733 86,25 680288 9797445 93,51 

D655T12 day-5 Global Global 13465108 11934905 88,64 923273 11011632 92,26 

D655T13 day-5 Global Global 13247804 10761122 81,23 793260 9967862 92,63 

D655T14 day-5 Global Global_methionine 13733614 11487304 83,64 811042 10676262 92,94 

D655T15 day-5 Global Global_methionine 13093376 11036260 84,29 869255 10167005 92,12 

D655T16 day-5 Global Global 16554515 13020861 78,65 909612 12111249 93,01 

D655T17 day-5 Global Global 13832686 10597776 76,61 787896 9809880 92,57 

D655T18 day-5 Global Global_methionine 14297614 10457102 73,14 838104 9618998 91,99 

D655T19 day-5 Global Global_methionine 12441046 9610792 77,25 739163 8871629 92,31 

D655T40 day-5 Ferticult Global 12070642 10095825 83,64 837546 9258279 91,70 

   
 
Supplementary Table S5. Single-embryo RNA-sequencing results for all genes 
(Ferticult-Global comparison)        
 
Supplementary Table S6. Gene Set Expression Analysis results for the Ferticult-Global 
comparison at day-2.   
 
Supplementary Table S7. Differential expression analysis of all genes at day-
5 (Ferticult-Global comparison) 
 
Available at 
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2023.1155634/full#supplementary-material 
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II) Profil de méthylation chez des enfants conçus par 

AMP 

1) Objectifs  

Des expositions périconceptionnelles précoces en lien avec les procédures d’AMP sont 

suspectées de modifier les profils de méthylation de l’ADN des gamètes et embryons et 

prédisposer les enfants ainsi conçus à des maladies sur le long terme. A l’échelle du génome 

entier, notre revue systématique et méta-analyse a pu montrer des différences à la naissance 

à l’échelle du génome entier, mais il restait à déterminer si ces modifications persistaient au 

cours de l’enfance. 

Notre étude a eu pour objectif d’étudier les effets des techniques d’AMP sur le méthylome 

d’enfants âgés entre 7 et 8 ans suivant leur mode de conception (FIV ou ICSI) et le milieu de 

culture embryonnaire au sein duquel ils ont été conçus, à l’aide de puces à méthylation EPIC 

(Illumina). 

2) Matériels et méthodes 

Cette étude de cohorte monocentrique s'appuie sur une étude randomisée menée en 

2008 au CHU de Dijon, dont l'objectif principal était de comparer les résultats obtenus après 

l'utilisation de deux milieux de culture embryonnaire : le milieu Global (LifeGlobal) et le milieu 

Single Step Medium (SSM, Irvine Scientific). Les données de méthylation de l’ADN à l'échelle 

de l'épigénome ont été obtenues à l'aide de puces EPIC (Illumina) pour 36 enfants (23 et 13 

dans les groupes Global et SSM, respectivement). Parmi eux, 15 enfants ont été conçus par 

transferts d'embryons frais à J2 ou J3 après une FIV conventionnelle (10 et 5 dans les groupes 

Global et SSM, respectivement) et 21 après une ICSI (13 et 8 dans les groupes Global et SSM, 

respectivement).  
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Les fichiers .idat bruts obtenus à partir des données de puces ont été prétraités à l'aide des 

packages R missMethyl et minfi (Aryee et al., 2014; Phipson et al., 2016). La qualité des 

échantillons a d'abord été vérifiée avant que les données globales ne soient normalisées à 

l'aide de la méthode SWAN, afin d'éliminer la variance technique entre les sondes de type I et 

II (Maksimovic et al., 2012) (Figure 27).   

 

Figure 27. Contrôle qualité des données.  
A. Les médianes des intensités des signaux méthylés et non-méthylés franchissent les seuils de qualité 
suffisante pour tous les échantillons. B. La distribution des densités des beta-valeurs apparait conforme. 
 

Similairement aux échantillons sanguins, les frottis buccaux collectent l’ADN d’un grand 

nombre de types cellulaires. Cette composition des types cellulaires est souvent un facteur de 

confusion majeur dans les EWAS, qu’il faut prendre en compte. Ainsi les proportions en types 

cellulaires ont été prédites à l'aide de l'algorithme de déconvolution HEpiDISH (Zheng et al., 

2018). Au final, un total de 740 869 CpGs seront analysés et comparés entre groupes contrôle 

et AMP, Global et SSM, FIV et ICSI, par analyse différentielle en utilisant la régression linéaire 

(package limma (Smyth, 2005)).  

3) Résultats 

Nous avons identifié 127 positions différentiellement méthylées (DMP) et 16 régions 

différentiellement méthylées (DMR) (FDR < 0.05) avec de faibles différences de deltabeta 
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(>10%) entre les groupes d’enfants nés par AMP et conçus naturellement. Les DMPs étaient 

préférentiellement situées dans des régions promotrices et des îlots CpG et étaient 

principalement hyperméthylées avec AMP. Nous avons mis en évidence que l'utilisation d'un 

milieu de culture embryonnaire différent (Global et SSM) n'était pas associée à des différences 

de méthylation de l'ADN durant l'enfance. Dans l'ensemble, nous apportons des preuves 

supplémentaires que les enfants conçus par procréation médicalement assistée présentent 

une variation limitée de la méthylation de l'ADN à l'échelle du génome par rapport à ceux 

conçus naturellement. 

4) Article 6 - Genome-wide analysis of DNA methylation 

in buccal cells of children conceived through IVF and ICSI 
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Supplementary File S1: Characteristics of participating children 

 ART Group 
(n=36) 

CTL group 
(n=12) 

p* 

Boys (n) 18 (50%) 5 (41.6%)  

Gestational age at birth (weeks) 38.8 (1.8) 39.6 (1.3) 0.15 

Birthweight (grams) 3144.6 (504) 3282.5 (273) 0.30 

Low birthweight (<2500 g) 3 (8.3%) 0  

Major malformations (according to EUROCAT) 2/35 (5.7%)   

Hospitalizations (day) 8/35 (22.8%) 3/19 (15.8%)  

Chronic diseases    

Cardiac 0/35 (0%) 0/19 (0%)  

Pulmonary (asthma) 2/35 (5.7%) 1/19 (5.3%)  

Neurological 1/35 (2.9%) 0/19 (0%)  

ENT with secondary deafness 1/35 (2.9%) 0/19 (0%)  

Digestive 1/35 (2.9%) 0/19 (0%)  

Haematological 1/35 (2.9%) 0/19 (0%)  

Other diseases 1/35 (2.9%) 0/19 (0%)  

Surgery 9/35 (25.7%) 4/19 (21.1%)  

Data are presented as numbers (%) or mean (SD)    
EUROCAT: European Surveillance of Congenital 
Anomalies 

   

SD: standard deviation    
n: number of children    
Student test (quantitative variables) or Fisher test 
(qualitative variables) 

   

 

Supplementary File S2: Estimated Singular Value Decomposition of methylation 
sample analysis summary 
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Supplementary File S3: Correlation between estimated epithelial buccal cells fraction 
and other immune cells fraction (Cor: Pearson correlation coefficient) 

 
Supplementary File S4: Estimated cell proportions for each sample 
 
Available at https://www.mdpi.com/article/10.3390/genes12121912/s1 
 
Supplementary File S5: All DMPs with ART 
 
Available at https://www.mdpi.com/article/10.3390/genes12121912/s1 
 
Supplementary File S6: Dotplot of DNA methylation for control and ART samples for 
the top 20 top-ranked DMPs 
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Supplementary File S7: Dotplot of mean DNA methylation for control and ART samples 
for the 16 DMRs 
 

 
Supplementary File S8: All DMRs with ART 
 
Available at https://www.mdpi.com/article/10.3390/genes12121912/s1 
 
Supplementary File S9: Gene-Disease heatmap from the DisGeNet database for gene 
containing DMRs 
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Chapitre 3 : Discussion générale 
 

Les techniques utilisées en AMP aujourd’hui apparaissent donc comme pratiquement 

sans danger mais il faut encore identifier l’origine du faible surrisque de certaines pathologies 

et syndromes par rapport aux conceptions naturelles. Cela doit motiver la recherche à 

l’évolution des pratiques car il est évident que l’environnement influe directement sur la 

régulation de l’expression des gènes via des modifications épigénétiques. Il y a de plus une 

attente sociétale grandissante vis-à-vis de l’AMP, car de plus en plus de personnes vont avoir 

recours à l’AMP dans les décennies qui viennent. Nous nous devons de maximiser les chances 

de grossesse en se questionnant sur chaque pratique et leurs faiblesses. C’est dans cette 

optique que l’étude du transcriptome lors des premiers stades du développement peut nous 

aider, en comprenant comment différentes pratiques et leurs modalités d’exécution influencent 

les mécanismes essentiels du développement. 

En ce sens, une des conclusions de cette thèse est qu’il faut attacher plus d’importance à la 

qualité des ovocytes utilisés en AMP. L’ovocyte est une cellule riche en ARN messager 

puisqu’approximativement 20% de ses ARNs totaux sont des ARNm, près de 10 fois plus que 

n’importe quelle autre cellule somatique (Tora & Vincent, 2021). Ce stockage en matériel 

transcriptomique est initié durant la folliculogenèse puis stoppé après la rupture de la vésicule 

germinale ; on parle de quiescence transcriptionnelle (Oh et al., 2000; Zhang et al., 2018). 

Pour être fécondable, l’ovocyte subit une maturation nucléaire et surtout cytoplasmique, 

lorsque les ARNs maternels stockés sont sélectivement dégradés ou transcrits pour supporter 

les premières étapes du développement post-fécondation jusqu’à la mise en route du génome 

embryonnaire (Sha et al., 2020; Yu et al., 2020; Llonch et al., 2021). Il est impératif que ce 

contenu ne soit pas altéré au cours de la folliculogenèse et de la maturation ovocytaire, 

notamment le fonctionnement de processus biologiques majeurs comme le cycle cellulaire et 

la division cellulaire afin d’éviter générer du stress cellulaire et de conserver une compétence 

développementale optimale ainsi que celle sous-jacente de l’embryon.  
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Les principales observations de notre revue sur la qualité transcriptomique des ovocytes 

utilisés en AMP nous a permis de cibler les techniques les plus à-mêmes d’altérer des 

fonctions essentielles du développement ou de promouvoir l’activité de gènes pouvant 

compromettre la cinétique embryonnaire et/ou l’implantation. Nous décrivons que différents 

protocoles de stimulation ovarienne modulent le transcriptome des cellules entourant 

l’ovocyte, notamment au niveau du métabolisme lipidique et des interactions cellule-cellule, 

mais avec des différences qui restent très limitées entre eux. Le manque de données 

directement sur l’ovocyte même est une barrière à notre compréhension des effets de la 

stimulation ovarienne pour l’ovocyte. Il semble que cette procédure n’induise pas de 

dommages importants pour le contenu en ARN messager ovocytaire, mais elle pourrait forcer 

l’ovocyte à être relâché prématurément. La maturation du protéome ovocytaire ne serait alors 

pas totalement achevée d’après une étude sur le modèle murin, et cela nécessite d’investiguer 

cette question chez l’humain (Taher et al., 2021). Notre synthèse met toutefois en lumière le 

bénéfice à utiliser la combinaison hCG+GnRH-a pour l’induction de l’ovulation, d’une part pour 

permettre l’achèvement de la maturation ovocytaire et par ailleurs réduire le risque de 

syndrome d’hyperstimulation ovarienne. Le choix d’un protocole de stimulation doit être motivé 

par les caractéristiques cliniques de chaque patiente. 

D’autres interventions en AMP semblent plus néfastes pour la transcription des ARNm 

maternels requis pour la compétence ovocytaire. La maturation in vitro pourrait altérer les voies 

de signalisation énergétiques de l’ovocyte (respiration mitochondriale, métabolisme, 

phosphorylation oxydative) alors que les premières divisions cellulaires demandent une forte 

consommation d’énergie. L’amélioration de la disponibilité énergétique pourrait être un levier 

de développement pour optimiser cette technique parfois nécessaire chez certaines patientes. 

Toutes les manipulations in vitro, incluant les conditions de culture de la MIV (tension en 

oxygène, manipulation), sont génératrices de stress oxydant qui doit être évité au maximum 

pour limiter la survenue de modifications épigénétiques et d’autres dommages fonctionnels et 

structuraux. L’utilisation d’antioxydants apparaît alors judicieuse pour limiter ce risque. Des 
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sources de pollution existent également dans les laboratoires d’AMP mais elles sont encore 

trop sous-estimées, comme dans l’air ambiant ou dans les contenants et les pipettes utilisés 

(bisphénols) (Khoudja et al., 2013; Gatimel et al., 2016). Dans les ovocytes de souris, le 

bisphénol A a démontré une capacité à altérer l’expression de gènes du cycle cellulaire, de la 

signalisation hormonale et de la régulation traductionnelle, ce qui nécessite grande prudence 

(Ferris et al., 2016). 

Enfin nous avons évalué de façon critique les études sur la vitrification des ovocytes, qui tend 

à s’adresser à davantage de patientes. Quelques études étaient alarmistes sur l’impact de 

cette technique avec des modifications majeures de l’expression de gènes du cycle cellulaire 

et de la croissance ovocytaire en comparaison d’ovocytes frais (Monzo et al., 2012; Huo et al., 

2021). Ces études comprenant de nombreuses failles (taille d’échantillon faible, composition 

du groupe contrôle inadéquate, nombre de gènes évalués), nous avons tenu à proposer la 

plus grande étude évaluant l’effet de la vitrification sur le transcriptome ovocytaire à ce jour. 

Nous avons appliqué un plan d’étude très rigoureux, incluant des patientes ayant donné à la 

recherche trois ovocytes par patiente répartis entre trois groupes : frais, vitrification semi-

automatique et vitrification manuelle. Nos résultats affichent des différences largement limitées 

entre les ovocytes frais et vitrifiés ce qui est rassurant quant à la sécurité de cette technique 

pour l’intégrité du transcriptome ovocytaire. Il est possible que certains gènes soient sous-

exprimés en lien avec la vitrification comme l’indiquent plusieurs études dont la nôtre mais la 

mesure du nombre d’intégrité des transcrits (TIN) nous indique que la vitrification ne dégrade 

pas le contenu transcriptomique ovocytaire dans sa globalité. De plus les deux modes de 

vitrification testés affichaient des différences très minimes (5 gènes différentiellement 

exprimés).  

Enfin, pour conclure sur les effets de l’AMP dans sa globalité, nous avons utilisé une approche 

de recoupage de données et avons observé qu’une récurrence commune à différentes 

interventions en AMP était la dysrégulation de gènes impliqués dans des processus de 

modifications épigénétiques. La sensibilité de ces transcrits mérite davantage d’attention pour 
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éviter que ces processus majeurs pour le développement de l’embryon ne soient altérés, 

notamment la reprogrammation épigénétique. La qualité ovocytaire passe entre autres en 

première ligne par l’expression adéquate de ces transcrits. 

Les interventions artificielles susceptibles de modifier la qualité des ovocytes utilisés en AMP 

se superposent dans la majorité des cas à un contexte d’infertilité sous-jacent. Ce paramètre 

est inhérent à chaque patiente, et a souvent déjà généré du stress pour l’ovocyte, incluant des 

dysrégulations transcriptomiques inéluctables. Parmi ces facteurs on retrouve l’âge des 

patientes, les pathologies du système reproductif (endométriose, SOPK), des facteurs de 

risque liés au mode de vie (tabac, obésité) et les expositions environnementales nuisibles 

(phtalates, particules fines) durant toute la vie (Steuerwald et al., 2007; Mai et al., 2014; Liu et 

al., 2016; Kalo & Roth, 2017; Ferrero et al., 2019; Zhang et al., 2020; Guo et al., 2021; Yuan 

et al., 2021). Tous ces facteurs sont générateurs de stress oxydant et semblent altérer la 

bioénergie de l’ovocyte issue des mitochondries (Roth, 2018). Les ovocytes des femmes ayant 

recours à l’AMP sont donc déjà fragilisés avant toute intervention d’AMP et il est nécessaire 

de limiter les effets cumulatifs. 

En ce sens, notre étude sur la vitrification des ovocytes apporte la preuve que cette technique 

est une avancée notable pour de nombreuses femmes car elle permet de conserver ses 

ovocytes à des moments opportuns, où les chances qu’ils soient fécondables sont les plus 

hautes. De plus, la méthylation de l’ADN est un processus réversible et pour certains facteurs, 

notamment ceux liés au mode de vie, il est possible d’agir favorablement sur le méthylome 

ovocytaire. Cette thèse ouvre ainsi quelques pistes à explorer pour les chercheurs mais aussi 

des réflexions des cliniciens sur leurs pratiques actuelles. Dans les grandes lignes, les futurs 

axes de recherche pourraient se concentrer sur l’étude de populations spécifiques (SOPK, 

endométriose, âge maternel avancé, expositions environnementales), des manipulations 

encore inexplorées (composition du milieu de manipulation des ovocytes, pipetage, délai de 

fécondation après collecte de l’ovocyte, antioxydants, hormones de croissance, co-culture 
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avec cellules cumulus) ou des paramètres physico-chimiques du laboratoire (tension en 

oxygène basse, sources de pollutions dans le laboratoire, exposition lumineuse). 

En dernière analyse, nous avons montré que la composition du milieu de culture embryonnaire 

peut induire des réponses transcriptomiques en tant qu'adaptation de l'embryon à son micro-

environnement, avant et après compaction. L’utilisation de milieux riches en acides aminés 

semble un meilleur choix, dans des concentrations optimisées, même si ce n’est pas la norme 

dans toutes les cliniques (Menezo et al., 2019). Nos résultats ont montré une divergence dans 

l’expression de 266 transcrits entre les milieux Ferticult (dépourvu en acides aminés) et Global 

(riche en acides aminés) au stade 4-cellules, dont certains pourraient jouer un rôle clé dans le 

développement précoce d’après l’analyse par Gene Ontology. Ce résultat ne permet pas de 

soutenir l’utilisation d’un milieu plus qu’un autre, il nous indique seulement que le milieu de 

culture module l’expression du transcriptome. 

En effectuant une culture prolongée dans le milieu Global jusqu’au stade blastocyste 

d’embryons cultivés jusqu’au jour 2 soit dans le milieu Global soit Ferticult, notre analyse 

différentielle n’a révélé plus que 18 gènes différentiellement exprimés, dont aucun n’était 

différentiellement exprimé dans l’analyse précédente. La non-persistance des modifications 

observées au stade 4-cellules peut se présumer à 2 hypothèses : après-compaction et donc 

l’activation du génome embryonnaire, les différences d’expression acquises dans différents 

environnements pré-compaction ont été atténuées par récupération de l’activité 

transcriptionnelle, ou alors le milieu Global, supposé plus favorable étant donné sa 

composition, a modulé l’expression de ces gènes vers leur zone d’optimalité. Toutefois, les 

embryons cultivés dans le Ferticult jusqu’au jour 2 présentaient des anomalies de 

surexpression de quelques gènes à effets maternels au jour 5 (qui codent des facteurs 

d’origine ovocytaire et impliqués dans le développement embryonnaire) comme PADI6 et 

TUBB8, et d’autres identifiés comme jouant un rôle dans les premières divisions cellulaires 

(détail dans l’article 5). Spécifiquement, ces transcrits affichaient un retard de dégradation 

chez les embryons cultivés dans le Ferticult jusqu’au jour 2 en comparaison de données 
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modélisant la cinétique attendue du transcriptome embryonnaire précoce. Il reste inconnu si 

le retard de dégradation spécifique à ces transcrits impacte réellement le phénotype du fœtus 

et du nouveau-né. Dans leur globalité, nos résultats montrent la capacité de l’embryon post-

compaction à s’adapter à un environnement suboptimal pré-compaction par une modulation 

de son activité transcriptomique et suggèrent que les milieux riches en acides aminés placent 

l’embryon dans une cinétique de développement optimisée. 

Cette thèse a également passé en revue de façon critique les évènements d’erreur de 

méthylation de l’ADN et d’expression des gènes à différentes étapes du développement en 

lien avec les techniques d’assistance médicale à la procréation. Nous avons montré que le 

recours à l’AMP était souvent associé à des altérations du méthylome, même si les études 

restent très conflictuelles, de faible qualité de l’évidence (taille d’échantillon inadéquate pour 

détecter des variations de méthylation avec une grande puissance statistique) et les résultats 

très peu répliqués d’une étude à l’autre. Cette complexité est accentuée par l’observation que 

différents tissus néonataux ne semblent pas atteints de façon similaire. Une standardisation 

des méthodologies utilisées, l’inclusion d’un très grand nombre de patients et l’utilisation de 

technologies couvrant l’ensemble du génome devraient nous permettre à l’avenir d’avoir plus 

de clarté sur l’état de l’épigénome après AMP.  

Toutefois, notre méta-analyse des études ciblées indique que seule la région PEG1/MEST est 

modifiée de façon consistante chez différentes cohortes dans le placenta et le sang de cordon, 

mais seulement d’après deux études pour chaque tissu (Tierling et al., 2010; Rancourt et al., 

2012; Nelissen et al., 2013). Pour les études à l’échelle du génome, nous avons mis en 

évidence très peu de gènes communément différentiellement méthylés, avec une forte 

variabilité d’un tissu étudié à un autre et d’une période de la vie à une autre. Ces observations 

nous amènent à la conclusion que l’AMP n’induit pas de modifications ciblées chez tous les 

individus mais elle pourrait augmenter la prévalence d’erreurs de méthylation de façon 

stochastique, c’est-à-dire induire des modifications aléatoirement distribuées dans tout le 

génome (Gentilini et al., 2015). Malgré tout, la forte incidence d’évènements de perte 
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d’empreinte semble indiquer que les régions soumises à empreinte sont en première ligne 

face aux interventions artificielles de l’AMP et plus susceptibles de voir le contrôle de leur 

empreinte altéré qu’en conception naturelle. Cela se traduit au niveau de la santé des enfants 

conçus par AMP, qui sont plus à risques d’être atteints de ces syndromes liés à l’empreinte 

parentale (Odom & Segars, 2010; Vermeiden & Bernardus, 2013; Hattori et al., 2019; Fauque 

et al., 2020).  

Des études pionnières avaient préalablement montré une méthylation différentielle de certains 

GSE entre conception par FIV et naturelle chez la souris suivant l’origine embryonnaire ou 

extra-embryonnaire du tissu étudié. A J10.5, H19 DMR était notamment hypométhylée dans 

le placenta mais pas chez le fœtus, et dans une autre étude H19 DMR et SNRPN affichaient 

également une hypométhylation dans le placenta mais pas dans les tissus fœtaux à J9.5 

(Mann et al., 2004; Fauque et al., 2010). La variabilité retrouvée dans différents tissus pourrait 

s’expliquer précocement lors de la ségrégation des cellules depuis le stade 8-cellules en 

différentes lignées cellulaires embryonnaires : le trophectoderme et la masse cellulaire interne 

(MCI). La spécification de ces cellules implique la programmation de profils de méthylation 

différents qui définissent leur propre identité cellulaire, à savoir les différents tissus 

embryonnaires et le placenta (Fulka et al., 2004; Zhou et al., 2019; Olcha et al., 2021). Le 

trophectoderme représente la couche externe de la morula puis du blastocyste, qui après 

nidation donne les syncytiotrophoblastes, cellules qui sont elles-mêmes à l’origine du placenta. 

La MCI, qui est constituée à partir des cellules internes de la morula, sont des cellules 

pluripotentes à l’origine des trois feuillets embryonnaires : de façon simplifiée, l’ectoderme qui 

donne les organes externes comme les muqueuses et le système nerveux, l’endoderme qui 

donne les organes des systèmes digestifs et respiratoires, et le mésoderme qui forme les 

autres organes internes (système circulatoire, reproducteur, muscles, reins, …). Une 

combinaison de facteurs de position et des caractéristiques des profils de méthylation 

préétablis pourrait expliquer la variabilité tissu-spécifique notamment retrouvée entre les profils 

de méthylation de nouveau-nés conçus par FIV ou spontanément pour le placenta et le sang 
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périphérique. Une hypothèse pourrait être que du fait de leur contact direct avec 

l’environnement extérieur, les cellules du trophoblaste soient plus vulnérables aux 

interventions telles que la culture embryonnaire et que des différences de méthylation soient 

plus prononcées dans le placenta et le sang de cordon que pour des tissus propres au fœtus. 

Le placenta est le régulateur exclusif de l’environnement fœtal et un témoin direct du stress 

épigénétique que peut subir le fœtus (Maccani & Marsit, 2009). Puisque l’AMP est susceptible 

d’engendrer des altérations précoces du méthylome dès les premières spécifications du 

trophoblaste, le placenta représente un marqueur des potentielles modifications épigénétiques 

subies par l’embryon précoce. En lien avec le concept de la DOHaD qui établit que des 

expositions à des environnements suboptimaux durant le développement prédispose à des 

altérations irréversibles et une mauvaise santé à long terme, il faudra à l’avenir accorder plus 

d’attention aux différences spécifiques à chaque tissu issu de lignées embryonnaires 

distinctes. 

Par ailleurs, nous ne savons pas distinguer si les altérations retrouvées dans notre méta-

analyse sont les conséquences de certaines techniques en particulier ou résultent de l’effet 

global d’une conception in vitro (accumulation d’interventions). Pouvoir isoler l’effet unique de 

chaque technique chez l’humain est difficile à mettre en place en raison de législations 

restrictives. Il a été soupçonné qu’en lieu et place de l’AMP, c’est l’infertilité sous-jacente des 

couples qui expliquerait les différences de méthylation retrouvées. Si leur influence est non-

négligeable, cette théorie n’est pas confirmée par une récente étude en trio (enfant et parents) 

de la méthylation qui a retrouvé des altérations de méthylation chez les nouveau-nés par FIV 

qui n’étaient pas présentes chez les parents (Håberg et al., 2022). De plus, des effets sur la 

méthylation sont rapportées chez de nombreux modèles animaux et en absence de toute 

infertilité (Doherty et al., 2000; Fauque et al., 2007a; Rivera et al., 2008; Reis e Silva et al., 

2012; de Waal et al., 2014; Urrego et al., 2014). Toutefois cela ne garantit pas que le contexte 

d’infertilité ne joue pas un rôle sur ces modifications, car des pathologies du système 

reproductif comme l’endométriose sont génératrices de stress oxydant pour l’ovocyte, qui joue 
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un rôle direct sur les niveaux de méthylation (Menezo et al., 2016; Scutiero et al., 2017; Wyck 

et al., 2018). Il convient donc de prendre en compte le facteur infertilité parentale dans le plan 

d’analyse d’études sur la méthylation et l’AMP mais également d’élargir la recherche sur des 

sujets trop peu approfondis comme l’endométriose et le syndrome des ovaires polykystiques. 

Une des conclusions frappantes de notre synthèse est le manque de suivi à moyen et long 

terme de ces profils de méthylation. Nous avons tenté d’adresser cette insuffisance par la 

réalisation d’une étude comparative entre enfants issus de FIV/ICSI et de conception naturelle 

à l’âge de 7 ans. Si quelques différences de méthylation ont été retrouvées (une centaine de 

DMPs), leur magnitude et leur localisation n’évoquent pas d’inquiétude concernant la santé. 

Cela est d’autant plus confirmé par des études sur puces à méthylation et de grandes cohortes 

plus tardives dans le sang périphérique, à l’adolescence et à l’âge adulte, qui ont retrouvé très 

peu de modifications entre groupes contrôle et FIV/ICSI (Novakovic et al., 2019; Penova-

Veselinovic et al., 2021; Yeung et al., 2021). L’étude de Novakovic et al. est davantage 

rassurante au sens où les auteurs ont évalué le profil de méthylation dans le sang périphérique 

chez le nouveau-né puis à l’âge adulte car alors qu’ils avaient retrouvé 18 DMRs chez le 

nouveau-né, seulement 4 DMRs étaient présentes à l’âge adulte. Parmi elles, 3 étaient 

communes et avec des différences de méthylation assez similaires, localisées dans les gènes 

CHRNE, PRSS16 et TMEM18. Il est donc possible que l’AMP induise des modifications de 

méthylation persistantes, d’où une nécessité de davantage d’études longitudinales. Toutefois 

en majorité, les modifications souvent observées à la naissance semblent se résorber avec le 

temps, ce qui est rassurant et va de pair avec l’observation que la santé à long terme chez les 

individus issus de FIV/ICSI est bonne, malgré quelques incertitudes résiduelles (Hart & Wijs, 

2022). Il faut notamment rester prudent quant à ces conclusions pour les régions soumises à 

empreinte, qui sont très mal couvertes par les technologies actuelles de puces à méthylation. 

Au sein de notre cohorte d’enfants âgés de 7 ans, une étude menée par Julie Barberet ciblant 

uniquement les CpGs localisés dans ces gènes a identifié des altérations de la méthylation en 

lien avec l’AMP dans les régions H19/IGF2 et PEG3 à l’aide du pyroséquençage et plus 
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globalement dans de nombreux autres gènes d’après les données de puces, dont certains 

particulièrement impliqués dans le développement (MEG3, BLCAP, DLX5) (Barberet et al., 

2021a). Parallèlement, nos deux études montrent conjointement l’absence d’effet du milieu de 

culture (SSM ou Global) sur le profil de méthylation alors même que des différences 

significatives de développement pré-implantatoire et de taux de grossesse existent entre les 

deux. 

Une inconnue qui demeure dans les études sur la méthylation et l’effet de l’environnement est 

dans quelle mesure des petites variations de méthylation peuvent affecter l’expression des 

gènes. Comme nous l’avons évoqué en AMP, >90% des études réalisées à ce jour n’ont pas 

une puissance statistique permettant d’affirmer que des faibles variations observées ne sont 

pas dues au hasard (par exemple pour détecter une différence <2% sur la puce EPIC, il 

faudrait plus de 500 échantillons par groupe comparé (Mansell et al., 2019)). Pour celles avec 

un design remplissant ces conditions, ces petites différences suggèrent qu’il y a peu de 

variabilité dans les valeurs mesurées dans chaque groupe réfléchissant une vraie disparité 

entre les groupes, qu’il est nécessaire d’investiguer davantage. Il est donc crucial de 

s’interroger sur les conséquences fonctionnelles de ces faibles variations qui sont très souvent 

retrouvées dans les études liant l’épigénétique et l’environnement (Breton et al., 2017). Dans 

l’idéal, les études sur la méthylation devraient être associées à des données d’expression, afin 

de déterminer la corrélation entre ces deux mesures, même si cela ne garantit pas les liens 

de cause à effet. 

Enfin, il est également important de passer en revue de façon critique l’ensemble des 

méthodologies appliquées pour obtenir les résultats issus de cette thèse. Dans l’article 1, nous 

utilisons une méta-analyse pour synthétiser quantitativement les résultats d’études 

indépendantes, ce qui permet de mettre en évidence les différences d’expression entre les 

stades GV et MII qui sont concordantes entre les 6 jeux de données réanalysés, tout en 

éliminant les potentiels faux positifs inhérents à chacun d’entre eux. Cette approche permet 

d’augmenter la taille d’échantillon et par conséquent de maximiser la puissance statistique 
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permettant de détecter des différences d’expression subtiles, et d’identifier de nouvelles voies 

biologiques impliquées dans la transition entre ces deux stades de maturation ovocytaire. 

Toutefois nous ne pouvons pas exclure certains biais résiduels apportés par cette méthode 

puisque le kit d’extraction propre à chaque étude, et notamment l’utilisation d’oligo(dT), exerce 

une influence directe sur les caractéristiques des ARNm capturés, à savoir la longueur de leur 

queue poly(A). 

Dans l’article 2, nous utilisons également les principes de la méta-analyse pour regrouper les 

preuves issues d’études en lien avec l’AMP et la méthylation de l’ADN, exclusivement pour les 

études dites « ciblées » dont les données quantitatives étaient accessibles. Cette méthode, si 

elle permet une synthèse robuste de l’évidence d’absence ou de présence de différences de 

méthylation entre les groupes AMP et contrôle, reste biaisée du fait qu’elle ne s’intéresse 

qu’aux régions couvertes dans de nombreuses études souvent parce que la littérature 

scientifique s’intéresse davantage aux régions ayant montré des différences significatives par 

le passé (biais de publication). C’est en ce sens que notre application d’un recoupement 

qualitatif des gènes contenant des DMPs/DMRs dans chaque étude globale individuelle 

apporte des résultats disruptifs. En effet, cette approche permet de considérer de façon 

uniforme l’ensemble des gènes chez l’Homme, sans biais dans le choix des régions analysées. 

Ainsi, retrouver une proportion élevée de GSE dans cette analyse témoigne de leur forte 

exposition aux techniques d’AMP. Dans l’idéal, nous aurions aimé réaliser une méta-analyse 

quantitative permettant par exemple d’évaluer la présence de différence de méthylation à 

chaque CpG couvert par les études. Cela n’a pas pu être réalisé en raison de l’absence 

d’accès aux données brutes ou de résultats d’analyse différentielle pour chaque publication, 

mais cette approche pourrait apporter davantage de précision quant aux régions génomiques 

vulnérables aux techniques d’AMP, au CpG près. Le même principe a été appliqué dans 

l’article 3 pour des données d’expression en raison de restrictions d’accès.  

Les articles 4 et 5 appliquent une méthode de séquençage RNA-seq adaptée à l’étude 

d’échantillons obtenus lors du développement précoce, ici l’ovocyte unique ou l’embryon 



 
266 

unique. Dans l’étude 5, le choix a été fait de séquencer l’embryon dans son ensemble en 

raison de la préciosité des échantillons et d’avoir accès à l’information transcriptionnelle 

globale de chaque embryon. Toutefois, avoir accès à une information de l’architecture 

transcriptomique de chaque blastomère aurait potentiellement pu permettre de distinguer des 

différences d’expression inter-cellules, notamment au stade blastocyste où le trophectoderme 

et la MCI commencent à se différencier. La méthode détaillée ici utilise des primers oligo(dT) 

pour rétro-transcrire les ARN en ADNc, capturant essentiellement les ARN polyadénylés, 

c’est-à-dire les ARNm stables, non ciblés par la dégradation et qui sont ceux destinés à être 

traduits en protéine. Les ARNm avec une queue polyA courte sont susceptibles d’être perdus 

durant cette sélection, ce qui peut conduire à une inflation biaisée de l’expression de certains 

gènes. Cette approche rend également l'amplification biaisée en 3’ (biais de position), ce qui 

limite la couverture des sites d’initiation de la transcription (TSS). Toutefois, c’est une méthode 

robuste et qui s’applique à toutes les cellules du développement embryonnaire précoce avec 

une couverture satisfaisante des gènes moyennement à fortement exprimés (Pérez-Palacios 

et al., 2021). Dans l’article 5 nous observons notamment que les valeurs d’expression des 

échantillons d’embryons humains affichent des valeurs d’expression similaires à celles 

obtenues par l’équipe à l’origine du développement de la technique de scRNA-seq (Yan et al., 

2013). De plus, le traitement bioinformatique de ces données de séquençage a été réalisé en 

appliquant les méthodes parmi les plus reconnues pour l’analyse de données RNA-seq 

(Soneson & Robinson, 2018), ce qui combiné au design robuste des expériences menées 

dans les articles 4 et 5 apporte une réelle confiance dans les résultats obtenus. 

Pour l’article 6, nous avons utilisé la technologie EPIC de chez Illumina pour mesurer la 

méthylation de plus de 740,000 CpGs (après contrôle qualité et exclusion des sondes dans 

les GSE). Même si cette puce couvre presque l’ensemble des gènes chez l’Humain, cette 

couverture est non uniforme puisque certains gènes sont plus représentés en CpGs couverts 

ce qui pourrait favoriser l’apparition de certains gènes plus que d’autres lors d’une analyse 

différentielle. Nous avons également choisi d’être permissif sur le seuil de différence de 
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méthylation considéré significatif en n’appliquant pas de règles d’exclusion. D'après les calculs 

de puissance de Mansell et al. pour les puces EPIC, nous ne détecterions que 50% de tous 

les CpGs avec une différence moyenne de 5% avec une puissance statistique supérieure à 

50% pour les 36 échantillons AMP inclus (Mansell et al., 2019). Comme l’AMP pourrait induire 

de faibles différences de méthylation, l’inclusion de grandes tailles d’échantillons apparaît donc 

plus que nécessaire pour identifier de potentielles modifications à l’échelle d’un grand nombre 

de CpGs.  
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Conclusion 

En conclusion, de façon générale, la majorité des interventions en AMP sont 

susceptibles de modifier la reprogrammation épigénétique des gamètes et embryons. Des 

perturbations du cycle des folates et de la méthionine et du stress oxydant induits par 

différentes techniques seraient à l’origine de modifications de méthylation observées chez le 

fœtus, le nouveau-né, l’enfant et à plus long terme. Il semble improbable qu’une seule 

technique en elle-même soit responsable des anomalies de méthylation de l’ADN, mais plutôt 

une accumulation de petites perturbations à chaque étape qui déstabiliserait les profils 

globaux, via des modifications ponctuelles stochastiques de CpGs. Le surrisque de 

pathologies liées à l’empreinte parentale en conception par AMP ne semble toutefois pas dû 

au hasard, étant donné que les régions soumises à empreinte sont en première ligne de 

susceptibilité aux interventions artificielles lors de la reprogrammation épigénétique. Notre 

synthèse est toutefois rassurante sur la magnitude de ces modifications et leur implication 

fonctionnelle sur la santé. 

Les faibles taux de réussite en AMP et surtout la variabilité inter-clinique des techniques 

utilisées pourraient être un témoin qu’aujourd’hui, les modifications épigénétiques (dans les 

lignées germinales ou chez l’embryon) et leurs conséquences sur l’échec d’une tentative 

d’AMP ne sont pas assez prises en compte dans les pratiques actuelles. La manipulation des 

gamètes et embryons devrait être minimisée davantage, mais ce sujet souffre d’un manque 

cruel de recherche scientifique permettant de conclure statistiquement à l’amélioration de la 

sécurité de certaines techniques d’AMP, qui sont suboptimales à ce jour. L’analyse du 

transcriptome ovocytaire peut en ce sens nous aider à comprendre les interventions qui 

pourraient diminuer la compétence développementale des ovocytes et des embryons pré-

implantatoires. Cette thèse montre le faible impact de différents modes de vitrification pour le 

contenu transcriptomique ovocytaire. Elle suggère aussi que la présence d’acides aminés 

dans le milieu de culture constitue un environnement plus optimal pour l’embryon précoce. 
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Les techniques d’AMP ne doivent pas forcer l’ovocyte et l’embryon à s’adapter à un 

environnement modifié mais doivent les placer dans les meilleures conditions possibles pour 

ne pas avoir d’impact sur le développement embryonnaire et la santé à long terme. Face à 

une infertilité croissante pour diverses raisons à travers le monde, le recours à l’AMP est 

grandissant. En revanche, il est difficilement possible d’agir sur certains paramètres tels que 

l’âge maternel et il est nécessaire d’éviter tout stress cumulatif lors de la manipulation des 

gamètes et des embryons. Dans le prolongement de cette thèse, des protocoles d’AMP plus 

sûrs sont nécessaires et la recherche doit aller en ce sens. 
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