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Notre objectif: Notre objectif: 

Rechercher de nouveaux Rechercher de nouveaux Rechercher de nouveaux Rechercher de nouveaux 
marqueurs pour prédire les marqueurs pour prédire les 
problèmes de fertilités chez les problèmes de fertilités chez les 

i  d’éli  d’élanimaux d’élevageanimaux d’élevage
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La La méthylationméthylation de l’ADN de l’ADN 
Comment coder le codeComment coder le codeComment coder le codeComment coder le code
Une marque Une marque épigénétiqueépigénétique directement liée à l’ADNdirectement liée à l’ADN
La méthylation de l’ADN est la plus ancienne marque épigénétique décrite, dès 1950a é y a o de es a p us a c e e a que ép gé é que déc e, dès 950
pour la 5-methylcytosine (Wyatt, Nature) et dès 1953 pour la 5-hydroxymethylcytosine
(Wyatt and Cohen Biochem J).

La méthylation des cytosines est essentiellement décrite comme une marque
répressive, des régions fortement méthylées étant transcriptionnellement inactivesrépressive, des régions fortement méthylées étant transcriptionnellement inactives
(cas des éléments mobiles du génome). Ce dogme est actuellement fortement remis
en question, méthylation des corps géniques et transcription étant corrélée
positivement.
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La La méthylationméthylation de l’ADN de l’ADN 
Comment coder le codeComment coder le codeComment coder le codeComment coder le code
Une marque Une marque épigénétiqueépigénétique directement liée à l’ADNdirectement liée à l’ADN

D i d éth l ti d l’ADN d d ll l i l h iDynamique de méthylation de l’ADN dans des cellules germinales humaines
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La La méthylationméthylation de l’ADN de l’ADN 
Comment coder le codeComment coder le codeComment coder le codeComment coder le code
Une marque Une marque épigénétiqueépigénétique directement liée à l’ADNdirectement liée à l’ADN

D difi ti d éth l t d l l hé t t tDes modifications du méthylome peuvent moduler les phénotypes et sont  
transmises entre génération

http://www.ipubli.inserm.fr/bitstream/handle/10608/222/Sommaire.html
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La La méthylationméthylation de l’ADN de l’ADN 
Comment coder le codeComment coder le codeComment coder le codeComment coder le code
Une marque Une marque épigénétiqueépigénétique directement liée à l’ADNdirectement liée à l’ADN

D difi ti d éth l t d l l hé t t t

Cubas et al. Nature 1999

Des modifications du méthylome peuvent moduler les phénotypes et sont  
transmises entre génération

Alimentation 
riche en méthyl

Avy
faiblement 

méthylé Avy
fortement 
méthyléAlimentation méthylé

carencée en 
méthyl Transmissible 

F2

Cropley et al, PNAS 2006

Des anomalies de méthylation dans la semence peuvent affecter le
Gène Lcyc hyperméthylé

Des anomalies de méthylation dans la semence peuvent affecter le 
phénotype des descendants sans affecter la séquence nucléotidique
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Niveaux de Niveaux de méthylationméthylation de l’ADN spermatique chez de l’ADN spermatique chez 
des animaux infertiles à qualité de semence dégradéedes animaux infertiles à qualité de semence dégradée

Verrats infertiles
Caryotypes normaux ou porteurs

des animaux infertiles à qualité de semence dégradéedes animaux infertiles à qualité de semence dégradée

Caryotypes normaux ou porteurs 
d’anomalies chromosomiques

Spermatozoïde

Sang

Approche moléculaire

g

Méthylome
(Me‐DIP‐Seq) 

Analyse locale
MeDIP + QPCR

Analyse locale
Conversion Bisulfite 
Pyroséquençage
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y oséque çage



Analyse de la Analyse de la méthylationméthylation de l’ADN par la technique de l’ADN par la technique 
d’d’immunoprécipitationimmunoprécipitation de l’ADN de l’ADN méthyléméthylédd immunoprécipitationimmunoprécipitation de l ADN de l ADN méthyléméthylé

ADN génomique 

5mC5hmC ADN génomique
Fragmenté par sonicationFragmenté par sonication

ADN dénaturé et 
immunoprécipité

Populations d’ADN 
enrichies en cytosines 
méthylées ou 
hydroxyméthylées

INPUT 5mC 5hmC
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Analyse locale des niveaux de Analyse locale des niveaux de méthylationméthylation de l’ADN de l’ADN 
spermatique chez des animaux normaux et fertilesspermatique chez des animaux normaux et fertiles
Analyse par immunoprécipitation de l’ADN méthylé et QPCR
spermatique chez des animaux normaux et fertilesspermatique chez des animaux normaux et fertiles

2 oligospermiques1 asthénospermique 2 oligospermiquesp q

Nous avons testé 153 couples d’amorces correspondant à 31gènes soumis à 

5 contrôles 3 tératospermiques
2 OAT avec 
translocations

Nous avons testé 153 couples d amorces correspondant à 31gènes soumis à 
empreintes, 6 gènes du développement embryonnaire précoce et 3 gènes controles
(40 gènes au total).

Sur ces 153 , nous avons validé 67 couples d’amorces correspondant à 26 gènes 
soumis à empreinte, 5 du développement précoce et 3 gènes controles (34 gènes 
au total). )
La quantification par PCR en temps réel est normalisée sur LINE1 

La majorité des loci ne présente pas de différence entre animaux
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Analyse locale des niveaux de Analyse locale des niveaux de méthylationméthylation de l’ADN de l’ADN 
spermatique chez des animaux normaux et fertilesspermatique chez des animaux normaux et fertilesspermatique chez des animaux normaux et fertilesspermatique chez des animaux normaux et fertiles
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expérimentaux.  Mais une validation par une autre technique nous semblait 

nécessaire de part la grande variabilité des données   



Conversion bisulfite de l’ADN et Conversion bisulfite de l’ADN et pyroséquençagepyroséquençage

P Principe:

Pyrosequençage
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Notre expérience du Notre expérience du PyromarkPyromark

Dessin des amorces pour la PCR avec le software PyroMark Assay Design 2.0

100 % des amorces dessinées avec ce software ont fonctionné100 % des amorces dessinées avec ce software ont fonctionné
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Notre expérience du Notre expérience du PyromarkPyromark
Analyse qualité d’un «Run» 
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Quelques résultatsQuelques résultats
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Quelques résultatsQuelques résultats
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Quelques résultatsQuelques résultats
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Carte toutCarte tout--génome des niveaux de génome des niveaux de méthylationméthylation de de 
l’ADN spermatique chez des animaux fertilesl’ADN spermatique chez des animaux fertilesl ADN spermatique chez des animaux fertilesl ADN spermatique chez des animaux fertiles
Etape 1 : MeDIP et séquençage  

2 animaux contrôles

5hmC
Séquençage

Séquençage pair-end sur 2 lignes 
correspondant a 400 millions de 2 animaux contrôles 

Large White sequences (40Gb)

Préparation des librairies (kit Bioo
Scientific NEXTflex™ Methyl-Seq) avec 

des adaptateurs non méthylatés

MeDIP
Plateforme Génomique

des adaptateurs non méthylatés

Amplification, quantification et 
chargement

Plateforme Génomique
Olivier Bouchez
Emeline Lhuillier
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Carte toutCarte tout--génome des niveaux de génome des niveaux de méthylationméthylation de de 
l’ADN spermatique chez des animaux fertilesl’ADN spermatique chez des animaux fertiles

Sequence Quality (Plateforme Génomique: Gerald Salin, Frédéric Escudié
d l % h l l l

l ADN spermatique chez des animaux fertilesl ADN spermatique chez des animaux fertiles
Etape 2 : Analyse des données

1 • FastQC: reads quality, GC%, N content, Length, Duplication level ,K‐mer
profile, overrepresented sequences

• ContaminationSearch (bwa)
• InsertsSizes(Picard tools)

1

Reads alignment to Reference genome (Sus scrofa 10.2)
• bwa
Alignment quality
• Samtools flagstats

2
g

Cleaning of improperly mapped reads (command bamfilter Sylvain Foissac) 
• keep pairs only if both reads are mapped
• keep pair if both reads map on the same chromosome
• keep pairs with inward reads only (→ ←)

d l• remove duplicates
Reads visualization using Seqmonk

Methylation analysis
MACS 1 14 ou 2 0 versus MEDIPS package3 MACS 1.14 ou 2.0 versus MEDIPS package
MeDIP quality analysis (CpG coverage, local analysis)
Annotations coverage
Pluripotency and imprinted genes analysis

3
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Carte toutCarte tout--génome des niveaux de génome des niveaux de méthylationméthylation de de 
l’ADN spermatique chez des animaux fertilesl’ADN spermatique chez des animaux fertilesl ADN spermatique chez des animaux fertilesl ADN spermatique chez des animaux fertiles
Etape 2 : Analyse des données: alignements
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Carte toutCarte tout--génome des niveaux de génome des niveaux de méthylationméthylation de de 
l’ADN spermatique chez des animaux fertilesl’ADN spermatique chez des animaux fertilesl ADN spermatique chez des animaux fertilesl ADN spermatique chez des animaux fertiles
Etape 2 : Analyse des données: visualisation des alignements (seqmonk)

Gene: PolI
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Pi 1 5h C h 1 Pi 1 5 C h 1 Pi 1 i t h 1

Contrôle qualité avec le package MeDIPS

Pig1 5hmC chr.1 Pig1 5mC chr.1 Pig1 input chr.1

Enrichment.score= 1.04 Enrichment.score= 1.18 Enrichment.score= 0.80
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Contrôle qualitatif sur les loci IGF2R et GNAS par pyroséquençage
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Analyse des profils de méthylation avec MACS 

Conditions
Peaks number

(nomodel)
Intersect with
experimental

replicates

Intersect with
biological
replicate

Pig1 5hmC rep 1 104750g p

Pig1 5hmC rep 2 68090 94%

Pig1  5hmC merged 107049 99% 76 % (81781) 

Pig2 5hmC rep1 119473 Pig2-5mC rep1

Pig2 5hmC rep2 120585 71%

Pig2 5hmC merged 133583 88% 62% (81781)

Peaks Intersect with Intersect with

Pig2-5mC rep2

Pi 1 5 C 2

Pig1-5mC rep1

Conditions
Peaks

number
(nomodel)

Intersect with
experimental

replicates

Intersect with
biological
replicate

Pig1 5mC rep 1 73825

Pi 1 5mC re 2 88707 51%

Pig1-5mC rep2

Pig2-5hmC rep1

Pig2-5hmC rep2
Pig1 5mC rep 2 88707 51%

Pig1  5mC merged 344523 100% 70% (240230)

Pig2 5mC rep1 170232

Pig2 5mC rep2 41112 63%

Pig1-5hmC rep2

Pig1-5hmC rep1

Pig2 5mC rep2 41112 63%

Pig2 5mC merged 356859 100% 67% (240230)
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5hmC est enrichie sur les brins enrichis en G

5hmCG deviation
in hESCs
Yu et al. 2012

A L I M E N T A T I O N                    
A G R I C U L T U R E
E N V I R O N N E M E N T

 



Proportion of annotated elements in 5hmC vs 5mC
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5hmC and 5mC marks are enriched in early development
and germ cells related genes
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Merci de votre attention!!!Merci de votre attention!!!
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