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Notre objectif:  

 

Comprendre les problèmes de 

fertilités liés aux anomalies 

chromosomiques constitutives par 

une approche moléculaire et 

cellulaire  
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Les anomalies chromosomiques 

 Des échanges de matériel génétique dans 

un même chromosome (inversions, 

délétions, duplications) ou entre 

chromosomes (translocations)  
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Les anomalies chromosomiques 

Impact sur la fertilité 

 Au cours de la méiose: 

Problèmes d’appariemments 

 

 

Pas de déséquilibre 

génétique 

Déséquilibre 

génétique: certains 

gènes manquent, 

d’autres sont 

dupliqués 

→ mortalité 
embryonnaire et 
fœtale, baisse de 
la fertilité 

 
Effets génétiques 
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Les anomalies chromosomiques 

Impact sur la fertilité 

 Destruction des gènes localisés au point 

de cassure 

SPZ gene 1 
Pas de 

spermatogénèse  

Génétique directe: effet génétique 
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Les anomalies chromosomiques 

Impact sur la fertilité 

 Les effets épigénétiques 

Changement de l’environnement chromatinien: 

 

Structure répressive ou permissive: 

•γH2AX 
• Méthylation de l’ADN 
• Méthylation des histones 
• Acétylation des histones… 
 
→ Modifications des profils d’expressions 
géniques 
→ Altération de la spermatogénèse 
→ Qualité de semence dégradée 
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La méthylation de l’ADN  
Comment coder le code 

Une marque épigénétique directement liée à l’ADN 

 La méthylation de l’ADN est la plus ancienne marque épigénétique décrite, 

dès 1950 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 inactives (cas des éléments mobiles du génome). Il 

s’agit d’un niveau de régulation supplémentaire de l’expression des gènes, 

qui peut-être transmis au cours des divisions cellulaires mais aussi entre 

générations.  
Alimentation 

riche en méthyl 
Avy 

faiblement 

méthylé Avy 

fortement 

méthylé Alimentation 

carencée en 

méthyl 

Cubas et al. 

Nature 1999 

Transmissible 

F2 

Cropley et al, PNAS 2006 
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Verrats infertiles 
Caryotypes normaux ou porteurs 

d’anomalies chromosomiques 

Approche moléculaire 

Spermatozoïde 

Sang 

Méthylome  
(Me-DIP-Seq)  

Identification des 
points de cassure 
(CGH+NGS) 

MeDIP+ 
Analyse local QPCR 

Notre étude 
La méthylation de l’ADN spermatique chez des 

animaux infertiles à qualité de semence dégradée 
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Carte tout-génome des niveaux de 

méthylation de l’ADN spermatique 

chez des animaux normaux et fertiles 
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1ere Approche:  

Analyse par immunoprécipitation de l’ADN méthylé et QPCR 

Analyse locale des niveaux de méthylation de l’ADN 

spermatique chez des animaux normaux et fertiles 

Fragmentation de l’ADN 

par sonication 

Reconnaissance des 

cytosines méthylées 

par un anticorps: 5-

mc  

Pas d’anticorps: 

input 
INPUT 5mC1 5mc2 

Contrôle positif: LINE-1 
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Avec cette approche, 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).  

Le MeDIP est normalisé sur LINE1  

12 animaux (dont 4 controles fertiles) ont ainsi été analysés 
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La majorité des loci ne présente pas de différence entre animaux 
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Dans certains cas, des différences semblaient significatives sur deux réplicats 

expérimentaux.  Mais une validation par une autre technique nous semblait 

nécessaire de part la grande variabilité des données    

Analyse locale des niveaux de méthylation de l’ADN 

spermatique chez des animaux normaux et fertiles 
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Conversion bisulfite de l’ADN et 

pyroséquençage 

 Principe: 

 

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

2.0 

Notre expérience du Pyromark 

100 % des amorces dessinées avec ce software ont fonctionné 
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Notre expérience du Pyromark 
Préparation du run de pyroséquençage avec le software PyroMark Q24 

Préparer un « Assay »  
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Notre expérience du Pyromark 
Préparation du run de pyroséquençage avec le software PyroMark Q24 

Préparer un « Run »  
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Notre expérience du Pyromark 
Préparation du run de pyroséquençage avec le software PyroMark Q24 

Analyser un « Run »  
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Notre expérience du Pyromark 

Les points critiques pour de beaux résultats: 

 

 Avoir une bonne conversion de l’ADN (kit Epitect 

Fast Qiagen nous a donné de bons résultats vs 

Millipore) 

 Avoir une bonne amplification PCR (meilleurs 

résultats avec le kit Pyromark PCR kit vs Platinum) 

 Rester concentrer lors de la préparation du run!!!   

 Ne pas analyser des séquences trop longues 

(>150pb) 
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Avec des résultats intéressants 
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MEDIP+ QPCR BS + Pyrosequençage 
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MEDIP+ QPCR BS + Pyrosequençage 

Avec des résultats intéressants 
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One imprinted locus  is reproducibly hypermethylated in 3 OAT animals (from 

which two are carriers of chromosomal abnormalities)   

Avec des résultats intéressants 
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Avec des résultats intéressants 
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D’autres groupes intéressés 

 Anne Collin et Vincent Coustham a Tours 

Projet sur l’adaptation a la chaleur chez les 

poulets 

 

Vincent Castric (Lille): autoincompatibilité 

pour la germination du pollen chez 

arabidopsis thalliana 
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Conclusions  

 Des analyses rapides, pour un cout 

modéré (environ 8-9€ le point), idéal 

pour du moyen-débit (analyse locale ou 

validation données haut-débit) 

 Une technologie en progrès pour des 

produits de séquence plus long 

 Des données très fiables, qualitatives et 

quantitatives 
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