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INTRODUCTION

Ce projet a été initié¢ dans 1’équipe Mécanismes Epigénétiques dans la Construction et
Prédiction des phénotypes (MECP2) dirigée par le Dr Hélene JAMMES, au sein de I’Unité
Mixte de Recherche Biologie du Développement et Reproduction (UMR BDR 1198) dirigée
par le Dr Corinne COTINOT. L’unité s’inscrit dans le département de Physiologie Animale et
Systeme d’Elevage de I'INRA (PHASE). L’unit¢ a une longue histoire en biologie du
développement derriére elle : de nombreux travaux ont ét¢ menés concernant les méthodes de
reproduction comme la FIV ou le clonage. En effet, en 1998 est née la premiere vache clonée
au laboratoire. Depuis, la méthode de clonage a été trés utilisée au laboratoire, en essayant
d’améliorer le protocole pour un meilleur rendement final, et sur différentes especes.
Actuellement, le clonage est surtout utilis¢é comme un modele de perturbation de la
reprogrammation épigénétique nécessaire a la mise en route d’un programme de
développement embryonnaire a partir d’un noyau somatique. De nombreux travaux ont
analysé les stades précoces de développement et décrit les pathologies placentaires de la
gestation. Dans ce travail nous avons cherché a identifier les conséquences épigénétiques du
clonage dans les tissus extra-embryonnaires.

Dans I’introduction, je développerai tout d’abord la notion d’ « épigénétique ». Avant de
présenter les principes du clonage par transfert de noyau et les pathologies placentaires
associées, je décrirai la reproduction sexuée et le développement du placenta chez les
mammiferes. Enfin j’exposerai les principales techniques d’analyses de la méthylation et de
I’hydroxyméthylation de I’ADN, marques épigénétiques auxquelles nous nous sommes

intéressées.

1) Evolution du concept d’« Epigénétique » a travers I’histoire

Dés le 4°™ siécle avant Jésus-Christ, Aristote est le premier a évoquer ’apparition de
nouvelles structures embryonnaires de novo et a proposer le concept d’épigénése. Au 17°™
siecle, I’idée du préformationnisme s’y oppose, postulant que 1’individu est préformé dans les
gamétes males, le gaméte femelle fournissant uniquement le matériel nécessaire a la
croissance du petit « Etre » dans le ventre de sa mére. Les 2 théories suscitent de nombreux
débats. Puis au 19°™ siécle, I’embryologie et la théorie cellulaire apparaissent, avec la
possibilité de voir les cellules au microscope (cytologie descriptive, tout organisme vivant est

composé¢ d’une ou de plusieurs cellules élémentaires a la vie qui se divisent pour donner un
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Figure 1 : Le paysage épigénétique selon Conrad Waddington. La bille en haut de la
vallée a plusieurs destins possibles. Ce destin est ici représenté par les reliefs de la vallée

|

i (Wang etal.. 2011)

dessinés par I’expression des genes. L’ensemble des génes exprimés dans un type cellulaire
dépend de I’épigénome.



étre complexe). En parallele, Gregor Mendel définit les lois de 1’hérédité, en se basant sur des
expérimentations effectuées en croisant différentes espéces de petits pois. La génétique en
tant que concept est née, ainsi que les termes de dominance et récessivité d’un caractére sans
que les mots « chromosome », « géne » ou « allele » n’aient encore été¢ définis. A la fin du
19°™ siécle, la théorie de Darwin sur la sélection naturelle est publiée, stipulant que des
especes dotées de certains caractéres héréditaires leur permettant une adaptation a leur
environnement, tendent a avoir des taux de survie et de reproduction plus ¢élevés que les
autres. Cette théorie s’oppose a celle du transformisme proposé¢ par Lamarck selon laquelle
les espéces peuvent se transformer en d’autres espéces produisant des lignées sans origine
commune. De par ses observations de la nature Lamarck proposait que 1’évolution ne puisse
s’expliquer que par des changements évolutifs graduels. L’évolution des espéces se concrétise
par des modifications sur le long terme d’une espéce, donnant naissance a 2 ou plusieurs
autres especes, qui elles-mémes vont évoluer, établissant la diversité du vivant que 1’on
connait aujourd’hui. Au début du 20°™ siécle, les progrés de la microscopie permettent
I’observation des chromosomes qui sont alors considérés comme le support de I’hérédité.

Dans la premiére moitié du 20°™ siécle, Waddington, embryologiste, paléontologue et

généticien propose son modele de « paysage épigénétique » (figure 1) (Wang et al., 2011).

Au cours du développement embryonnaire précoce, la cellule, représentée par la bille en haut
de la colline, a plusieurs destins possibles selon le chemin qu’elle va emprunter. Cette
représentation suggére 1’idée d’une différenciation cellulaire sous tendue par des informations
complémentaires, au patrimoine génétique identique dans toutes les cellules de 1’embryon.
Ainsi dans la construction d’un phénotype (ensemble des caracteéres), il est a prendre en
compte le génotype (ensemble des genes) et I’ensemble des informations apposé sur le
génome, qui sera plus tard nommé « épigénome ». Quelques années plus tard, la structure en
double hélice de I’ADN est découverte par Franklin, Watson et Crick et décrite comme
porteuse de I’information génétique. Le code génétique universel est alors établi : il permet, a
partir de la séquence d’ADN, la transcription d’un géne en ARN messagers et la traduction
des ARN messagers en protéines. Les protéines ayant des fonctions particulieres, elles
contribuent & la mise en place des phénotypes cellulaires. L’ADN a ensuite été beaucoup
¢tudié avec la découverte des enzymes de restriction ou encore 1’utilisation de vecteurs
plasmidiques et le développement d’outils de plus en plus puissant comme le séquencage de
Sanger. A la fin du 20°™ siécle, les chercheurs ont beaucoup misé sur le séquengage complet
du génome, considérant que cela pouvait fournir de grandes informations sur le

fonctionnement d’un étre aussi complexe que I’Homme (projet Apollo pour le séquencage du
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Figure 2 : Représentation des principales marques épigénétiques. La méthylation et
I’hydroxyméthylation sont directement apposées sur les cytosines de ’ADN. Les queues
d’histones, constituant des nucléosomes, subissent des modifications post-traductionnelles
pilotant la compaction de la chromatine.
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Figure 3 : Cellule observée en microscopie électronique. Dans le noyau (N) de la cellule,
on retrouve 1’hétérochromatine (sombre) a la périphérie du noyau et I’euchromatine (en plus
clair) autour du nucléole.



génome humain). Le séquencage des génomes entiers n’a pas permis de comprendre la
signification totale du génome puisque seulement 30% de I’ADN chez I’homme correspond a
environ 25000 génes codant pour des protéines. Les 70% d’ADN restant ont longtemps été
considérés comme de I’ADN « poubelle ». Cet ADN « poubelle » est aujourd’hui trés étudié.
11 est impliqué dans la régulation de la structure de la chromatine et donc dans la régulation de
I’expression des geénes et fait intervenir de nombreuses marques épigénétiques. Les notions

évoquées dans le reste de ce chapitre sont valables chez les mammiféres, sauf si précisé.

2) L’épigénétique, implication dans la régulation de I’expression génique

L’épigénétique est aujourd’hui définie comme [’étude des changements de
I’expression des geénes sans altération de la séquence nucléotidique de I’ADN, transmissibles
d’une cellule a I’autre au cours de la mitose voire de la méiose et perdurant aprés la
disparition du stimulus initiateur. Parmi les processus pilotant ces changements dans
I’expression des genes, on citera la méthylation/hydroxyméthylation de I’ADN, la
condensation différentielle de la chromatine par des modifications post-traductionnelles des
histones (méthylation, acétylation...), les ARN non codants (figure 2) (Qiu, 2006).

Ces mécanismes sont en interaction et contribuent a la mise en place d’une organisation
nucléaire spécifique. Ils entrainent soit un état chromatinien relaxé, correspondant a
I’euchromatine, avec un relachement des nucléosomes (structure associant des histones en
octameres sur laquelle I’ADN s’enroule) avec la possibilité de transcription des génes, soit un
¢tat condensé¢ des nucléosomes avec une transcription majoritairement réprimée,
correspondant a I’hétérochromatine (figure 3).

Nous allons tout d’abord décrire 1’apposition et le role des modifications post-traductionnelles
des histones puis la méthylation / hydroxyméthylation de I’ADN. L’existence de variants
d’histones ainsi que celle des petits et longs ARNs non codants participent aussi aux

processus épigénétiques, mais ils ne seront pas décrits dans ce manuscrit.

2-1) Modification post-traductionnelle des histones

Le ccoeur des nucléosomes est formé d’un octamére constitué des histones H2A, H2B,
H3 et H4 présentes en double exemplaire (figure 4A). Autour de ce cceur s’enroule la double
hélice d’ADN environ 1,8 tours soit 146 paires de bases. L histone H1 stabilise la structure
nucléosomale. Les modifications des protéines histones s’effectuent en général au niveau de
la partie N-terminale accessible a 1’extérieur du nucléosome et appelée « queue d’histones »

mais aussi au coeur des histones (Tessarz et Kouzarides, 2014). Elles sont constituées de
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Figure 4 : Les histones, leurs organisations et leurs modifications post-traductionnelles.
A) Organisation des histones en octamére au sein d’un nucléosome. B) Principales
modifications post-traductionnelles des résidus cibles des « queues » d’histones (acétylation,
méthylation, phosphorylation et ubiquitination).



résidus pouvant subir différentes modifications comme une acétylation, une méthylation, une

phosphorylation, une ubiquitination, une sumoylation... (figure 4B) (Griff et Mansuy, 2008).
A ce jour, une centaine de combinaisons de modifications post-traductionnelles a été décrite

et constitue un code appelé « Code des histones ». Chaque combinaison induit un état de

compaction de la chromatine (Strahl et Allis, 2000). Par exemple, I’acétylation est plutot
associée a une structure chromatinienne ouverte, avec activation de la transcription alors que
la méthylation a tendance a compacter la chromatine, la rendant inaccessible aux facteurs de
transcription. Le code des histones est basé sur la combinaison de I’ensemble des
modifications portées par les différents acides aminés impliqués (lysine, arginine, sérine ou
thréonine), mais dépend aussi de leur succession et de leur emplacement sur la queue des
histones. Un méme acide aminé peut subir différentes modifications successives. Ces
modifications sont donc modulables au cours du temps a I’aide d’enzymes permettant leurs
appositions (appelées « Writers ») et d’autres enzymes permettant leur ¢limination
(« Erasers »). Par exemple, les histones acétyl-transférases (HAT) sont impliquées dans la
réaction d’acétylation de certains résidus des queues d’histones alors que les histones
déacétylases (HDAC) sont impliquées dans la réaction d’élimination de 1’acétylation sur ces
résidus. De par une lecture de chacune de ces marques assurée par les protéines, appelées
« Readers », tous ces changements entrainent une modulation de 1’expression des génes en
fonction de la cellule et de son environnement et sont héritable au cours de la mitose.

En plus, il existe des variants d’histones pouvant prendre place au sein des nucléosomes a des
stades particuliers (pendant le développement embryonnaire précoce ou encore pendant les
processus de réparation de I’ADN), dans certains types de cellules (les spermatozoides par

exemple), ou associés a des pathologies comme le cancer.

2-2) Méthylation et hydroxyméthylation de ’ADN
2-2-1) Méthylation de ’ADN

Chez les mammifgeres, la méthylation de ’ADN est apposée sur le carbone 5 des
cytosines (C) incluses dans les dinucléotides CpG (G = guanine, p étant la phosphorylation
entre les 2 bases) de ’ADN. Chez les plantes la méthylation peut aussi toucher des CpHpG ou
CpHpH (H étant A (adénosine), T (thymine) ou C). Ce type de méthylation est aussi retrouvé
en petite proportion dans les cellules souches embryonnaires ES. Chez les levures, les
nématodes et une partiec des insectes la méthylation sur I’ADN n’est pas observée. La
distribution de la méthylation de ’ADN n’est pas aléatoire et conditionne le rdle de la région

concernée (Jammes et al., 2011). Les régions régulatrices d’éléments transposables, les
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Figure 5 : Séquences cibles de la méthylation de ’ADN. Les régions génomiques répétées
et les séquences rétrovirales endogenes sont la cible d’une forte méthylation de I’ADN, ce qui
a pour conséquence la formation d’hétérochromatine (chromatine compacte). Au niveau d’un
gene, lorsque le promoteur n’est pas méthylé, la transcription a lieu normalement. Par contre
lorsque la région promotrice d’un geéne est hyperméthylée, la transcription du geéne est
souvent réprimée. Et lorsque la méthylation est dans le corps du geéne, plutdt en fin de
séquence, la transcription du geéne est stimulée. Ces différents scénarios ont lieu dans
I’euchromatine (chromatine relachée).

Cytosine Cytosine méthylée Cytosine hydroxyméthylée
NH NH NH

2 2 2
N N N
SR S U

Dnmt1 Tet1
D t3 Tet2 .
Drmt3b L (Kinde et al.. 2015)

Figure 6 : Réaction enzymatique de la méthylation, puis de I’hydroxyméthylation d’une
cytosine. DNMT1, DNMT3a et DNMT3b permettent 1’apposition du groupement méthyl sur
la cytosine. TET1, TET2 et TET3 oxydent la cytosine méthylée qui devient alors une cytosine
hydroxyméthylée.



séquences répétées (SINE et LINE) et les promoteurs de geénes sont des cibles de la
méthylation (Figure 5). Quand des régions sont riches en CpG (50-55% minimum) et de taille
variant entre 200 et 1000pb, elles sont appelées 1lots CpG. Lorsqu’elles sont méthylées, ces
régions sont soit elles-mémes réprimées (inhibition de la réplication du transposon), soit
répriment la transcription de régions plus ou moins loins dans le génome. Ces séquences
régulatrices peuvent inclure des sites de fixation de facteurs de transcription, des
« Enhancers » ou des « Silencers ». Lorsque la méthylation est observée dans le corps d’un
gene, a proximité de sites de transcription, le géne est au contraire transcriptionellement
hyperactif. La méthylation de I’ADN joue un role important dans I’inactivation d’un des
chromosomes X chez la femelle et sur I’apposition de 1’empreinte parentale ; les 2 notions
sont développées plus loin dans ce chapitre.

Le SAM ou S-Adenosyl methionine est le donneur universel du groupement méthyl pour
I’ADN, les protéines et les lipides. Ce donneur peut étre synthétisé¢ avec 1’apport d’aliments
riches en choline (viande, poisson, ceuf...) et en folate (brocolis, poivron, chou fleur, noix...).
L’apposition du groupement méthyl sur la cytosine est un processus enzymatique actif di a

des DNA methyltransferases (DNMT) (figure 6) (Kinde et al., 2015).

La famille des DNMT des mammiferes se répartie en 4 catégories différentes (figure 7) aux
fonctions différentes : maintien de la méthylation, méthylation de novo, activité de cofacteur
et méthylation des ARN. Seules DNMT1, DNMT3a et DNMT3Db posseédent un site catalytique
permettant la méthylation de I’ADN. Elles posseédent toutes en leur partie N-terminale une

séquence régulatrice (Bestor, 2000). DNMT2 est plutot décrite comme une ARN

méthyltranférase, impliquée dans la méthylation et la stabilité de certains ARN de transfert

(Jeltsch et al., 2016). DNMTS3I est un cofacteur des DNMT3, impliquée dans I’établissement

de la méthylation pendant la gamétogénése et pendant le stade embryonnaire contribuant au
processus d’empreinte parentale dans 1’ovocyte, et dans les spermatozoides que nous
é¢voquerons dans un prochain chapitre. DNMT1 est impliquée dans le maintien de la
méthylation lors de la réplication de I’ADN. Un isoforme de DNMTI1 : DNMTlo est
retrouvée dans I’ovocyte et maintien la méthylation de ’ADN dans celui-ci. Cette enzyme
reconnait ’ADN hémiméthylé (un brin méthylé et I’autre brin non méthylé) et restaure une
méthylation symétrique. Cette fonction assure 1’héritabilité de cette marque épigénétique.
DNMT3a et DNMT3b sont des méthyltransférases de novo. Elles jouent un role fondamental
dans les cellules germinales et au cours du développement précoce de I’embryon. DNMT3a
appose une méthylation de novo plutot sur les séquences régulatrices de 1’expression des

genes et DNMT3Db cible plutot les séquences satellites des centromeéres.
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Figure 7 : Représentation des DNA méthyltransférases, DNMT. Six protéines de la
famille des DNMT ont été découvertes a ce jours (DNMTlo ovocytaire n’étant pas
représentée). DNMT1, DNMT3a, DNMT3b et DNMT2 ont un site catalytique en partie C-
terminale (représenté par les chiffres romains) et DNMT3L n’en a pas. Elles posseédent un site
de fixation a ’ADN en N-terminale sauf DNMT?2.
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Figure 8 : Voies théoriques de la déméthylation active de PADN. A) La 5SmC subit une
désamination et devient une Thymine. Un mésapariement T/G est détecté par le systéme de
réparation de ’ADN de la cellule qui ¢élimine la thymine et réintégre une cytosine non
méthylée. B) La 5SmC est oxydée et devient une ShmC. Plusieurs théories de déméthylation
sont possibles a partir de la ShmC. (1) La ShmC subit une glycosylation qui enléve la base C
ainsi que son groupement hydroxyméthyl. L’ADN est ensuite pris en charge par le systeme de
réparation qui réintrégre une cytosine non méthylée en face du G. (2) La ShmC subit une
désamination puis est pris en charge par le systtme de réparation de I’ADN. (3) La ShmC
subit des oxydations successives a I’aide des enzymes TET : elle devient une ShmC, puis une
5fC (5-formylcytosine), une ScaC (5-carboxylcytosine) et enfin une cytosine non méthylée.
(4) La 5ShmC est directement convertie en cytosine non méhylée par une enzyme inconnue.

5hmC

B HO H.C

HO—P=0 mC N

<,




La déméthylation de I’ADN peut se faire de 2 facons : soit de fagcon passive en absence de
I’enzyme de maintien DNMT1 au niveau nucléaire, soit par un mécanisme de déméthylation
active. Plusieurs théories sont actuellement proposées pour expliquer le mécanisme de la

déméthylation active (Saitou et al., 2012) . Il s’agit d’'une désamination suivie par la prise en

charge par le systetme de réparation de I’ADN, soit a partir de 1’oxydation a ’aide des
enzymes TETs en ShmC :

- Une glycosylation ou une désamination de la ShmC puis une prise en charge par le systéme
de réparation de ’ADN

- Une succession d’oxydation par les enzymes TET qui entraine le passage de la méthylation
a ’hydroxyméthylation, puis de I’hydroxyméthylation a la formylation et de la formylation a
la carboxylation de la cytosine.

- Un passage directe de la ShmC a la cytosine non méthylée par une enzyme inconnue.

Une cytosine déméthylée qui peut ensuite étre reméthylée (figure 8).

2-2-2) Hydroxyméthylation de I’ADN

Les enzymes TET (ten-eleven translocation) sont impliquées dans la conversion de la
méthylation en hydroxyméthylation par oxydation. L’hydroxyméthylation est considérée
aujourd’hui comme une marque épigénétique a part entiere. En faible proportion dans les
différents tissus testés, 1’hydroxyméthylation est observée en plus grande quantité dans le
cerveau. Son rOle est encore inconnu mais lorsque la méthylation devient
hydroxyméthylation, la répression de la transcription des génes semblent moins forte voire
levée.

Il existe 3 enzymes TET : TET1, TET2 et TET3. Elles oxydent la cytosine méthylée en
cytosine hydroxyméthylée mais seraient peut-étre aussi impliquées dans des oxydations
successives comme développées précédemment, qui aboutissent a 1’obtention de cytosines
pouvant étre a nouveau cibles de méthylation.

Des études restent a mener sur cette marque épigénétique, sur son role et aussi sur sa possible

implication a la déméthylation active de I’ADN.

2-2-3) Exemple de I’état de méthylation d’un géne

L’exemple des souris agouti est parfaitement adapté pour souligner I’importance de la
méthylation de I’ADN. Ces souris présentent des poils jaunes aux pointes et noirs aux racines
leur donnant cette couleur de pelage brun chiné ou agouti. (figure 9, souris de gauche). Un

transposon est présent en amont du géne responsable de la couleur jaune du pelage. Quand ce
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= gene « poil jaune »

Figure 9 : Souris agouti et méthylation. (science et santé n°11, 2012; Morgan et al., 1999)
A) la souris agouti est & gauche et la souris a « poil jaune » a droite. B) Le géne qui donne la
couleur du poil a la souris posséde un transposon en amont. Lorsque ce transposon est
méthylé, il est réprimé et la souris a une expression du geéne (petite fleche) codant le poil jaune
normal, avec un arrét de la transcription au cours de la pousse du poil (pointe jaune et racine
noire, a gauche). Lorsque le transposon est non méthylé, le promoteur contenu dans celui-ci
(grande fléche) permet une surexpression continue du géne « poil jaune », donnant la souris a
poil totalement jaune (a droite).

Figure 10 : Chatte avec le pelage « écaille de tortue »
ou chatte mosaique. La couleur du pelage est en partie
portée par le chromosome X. Par exemple lorsqu’un chat
noir est crois¢ avec une chatte rousse homozygote, le
chromosome X est inactivé au hasard dans les cellules
aux stades précoces du développement. Certaines cellules
vont exprimer Dallele « pelage noir » et d’autres
exprimeront [’allele « pelage roux » formant ainsi le
pelage mosaique . La couleur blanche du pelage a certain
endroit s’explique pas un gene porté par un chromosome
autosomique indépendant du chromosome X.




transposon est méthylé, le promoteur qu’il contient est inactivé et le géne « poil jaune » est
exprimé au début de 1’apparition des poils (pointe jaune), puis le promoteur du geéne est
réprimé et les poils poussent noirs a la racine. Par contre, lorsque le transposon n’est pas
méthylé, le promoteur qui I’accompagne permet I’expression du gene « poil jaune » en
continue, méme lorsque le promoteur du gene lui méme est réprimé. Les souris ont alors un
poil totalement jaune (figure 9). La couleur jaune des poils ne semblent pas étre handicapant
pour la vie de la souris mais lorsque ce géne n’est pas réprimé par exemple dans le cerveau,
les souris perdent la sensation de satiété, continuent & manger, deviennent obéses et sont
susceptibles de développer des maladies telle que le diabéte de type II. De plus ce phénotype

peut étre transmis a la génération suivante (Morgan et al., 1999) par un mauvais effacement

des marques dans la lignée germinale femelle.

2-3) Les ARN non codants
Les ARN non codants sont une catégorie de marques épigénétiques trés diverse.
En effet il existe plusieurs sortes d’ARN non codants : les longs ARN et les petits ARN. Dans
la catégorie des petits ARN, on retrouve les miARN, les siARN et les piARN. Les micros
ARN (miARN) et les petits ARN interférents (siARN) sont impliqués dans la dégradation de
I’ARN messager par fixation complémentaire et recrutement du complexe RISC. Les piwi
ARN (piARN) sont plutdt impliqués dans la régulation des transposons endogenes. Les longs
ARN non codants sont eux aussi impliqués dans la régulation épigénétique. Par exemple
I’ARN non codant Xist est responsable de I’inactivation d’un des chromosomes X chez la
femelle. En effet toutes les cellules d’une femelle possédent 2 chromosomes X, et
I’expression des genes a partir de ces 2 X conduit a un surdosage protéique qui est délétere.
L’inactivation d’un X est donc nécessaire. Elle est mise en place a un stade trés précoce du
développement chez la souris. L’inactivation de I’X met en jeu I’expression d’un grand ARN
non codant : Xist exprimé a partir de ’all¢le paternel dans le placenta au cours des premicres
phases de développement et a partir de ['un des 2 alléles de fagon aléatoire dans I’embryon.
Pour les autres espéces (lapin, bovin, homme), I’inactivation du chromosome X est mise en
place tardivement de fagon aléatoire, aprés le stade blastocyste. L’ARN non codant Xist
recouvre le chromosome a partir duquel il est transcrit et initie 1’inactivation du chromosome
X qui est alors maintenue au cours des division cellulaires. Le mosaisme du pelage de
certaines chattes est une illustration de I’inactivation du chromosome X. Le géne codant la
couleur du pelage chez le chat est situé sur le chromosome X. Lorsque une chatte XX rousse

homozygote est croisée avec un chat XY noir, les descendantes femelles auront un pelage
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mosaique (ou écailles de tortue) dii a I’inactivation au hasard du chromosome X dans les
stades précoces du développement (figure 10).

En général, les marques épigénétiques fonctionnent ensemble avec plusieurs combinaisons
possibles changeant les effets sur I’ADN, sa compaction et son expression.

La plupart des genes sont exprimés de fagcon bi-allélique, sauf les geénes dit « soumis a
I’empreinte parentale » ou GSE. L’expression de ces génes s’effectue soit a partir de 1’allele
maternel soit a partir de 1’alléle paternel. Le controle de I’expression mono-allélique est
assuré par différentes marques ¢€pigénétiques: une méthylation allele-spécifique,
I’intervention d’ARN non codant exprimé a partir d’un seul allele, des modifications post-
traductionnelles des histones et/ou I’intervention des protéines polycomb (protéines
impliquées dans la régulation de la structure chromatinienne et importantes dans le
développement précoce de 1’embryon). Ce sont souvent des geénes impliqués dans le

développement embryonnaire et feetal.

2-4) Influence de I’environnement sur I’épigénome

La méthylation de I’ADN et toutes autres marques épigénétiques peuvent étre
influencées par I’environnement (la pollution), par les habitudes nutritionnelles, par le style de
vie (activité physique, consommation de drogue et/ou d’alcool et/ou de cigarettes), le
stress.... Les exemples choisis sont liés a 1’alimentation, beaucoup d’études bien connues
ayant ét¢ menées sur ce sujet.
Un premier exemple trés parlant est celui de 1’abeille (Apis mellifera). L abeille est connue
pour étre un insecte avec une forte activité sociale et une organisation en un systeme de castes
dans les ruches (la reine, les femelles ouvricres stériles et les males reproducteurs, obtenus par
parthénogéneése (ceufs de la reine non fécondés). Apres la fécondation des ovocytes provenant
de la reine de la ruche par les spermatozoides des males, des ceufs de méme génotype sont
obtenus, se développent en larves nourries a la gelée royale. Au 3°™ stade larvaire, certaines
larves regoivent du pollen et du miel et deviennent des ouvriéres stériles. La poursuite du
régime a base de gelée royale est réservée a un petit nombre de larves qui deviennent reines.
Malgré un génotype identique, la différence d’alimentation au cours du développement
larvaire affecte la morphologie et la fertilité de ces insectes. Cela est dii a une différence de

méthylation de ’ADN observée entre une ouvriére et une reine (Kucharski et al., 2008). En

effet I’injection de siRNA, diminuant le taux d’ARNm pour DNMT?2 chez les larves, induit le

développement d’individus au phénotype « reine ».
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Figure 11 : Différence sur la DMR Igf2 entre individus exposés a la famine pendant la
grossesse précoce et leurs fréres et sceurs non exposés. Le graphique est basé sur le dernier
cycle menstruel de la mere, pour que I’exposition a la sous-nutrition soit en période précoce
de grossesse. Les individus exposés a la famine sont comparés a leurs fréres ou sceurs non
eXposes.
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Un second exemple est fourni par une étude effectuée chez I’humain, pendant la grande
famine ayant eu lieu en Hollande pendant 1’hiver 1944-1945. Des informations complétes sur
les conditions nutritionnelles ont pu étre récupérées grace au ticket de rationnement distribué
a cette époque. Dans cette étude, les auteurs se sont intéressés aux femmes ayant subi la
famine en période périconceptuelle et aux enfants nés de ces grossesses. Ils ont pris comme
groupe controle les fréres et sceurs de ces enfants, nés plus tard. L’¢tude a plus
particulierement porté sur le géne Igf2, facteur de croissance important lors du développement
embryonnaire et feetal et géne soumis a I’empreinte parentales. Le centre d’empreinte (ICR),

région responsable de 1’expression mono-allélique d’Igf2 a été analysé (Heijmans et al.,

2008). Les individus congus pendant la famine présentent une hypométhylation sur ’ICR Igf2
encore 60 ans apreés (figure 11). La méthylation a été modifiée par 1’environnement
nutritionnel maternel et en plus persiste pendant toute la durée de la vie de I’'individu.

La période péri-conceptionelle est donc importante pour le devenir de I’enfant. Ces
observations suggérent que ces périodes sont sensibles a toutes modifications
environnementales. Les processus épigénétiques jouent alors un rdle important dans la

mémorisation de ces événements.

Au cours de notre étude, nous avons choisi comme perturbation en période péri-
conceptionnelle, la reprogrammation nucléaire et ’obtention d’individus clonés. Les
altérations épigénétiques auxquelles nous nous intéressons sont des modifications de
méthylation de ’ADN.

Dans les chapitres suivants, nous allons décrire le développement feeto-placentaire apres
reproduction sexuée. Nous aborderons aussi la reprogrammation nucléaire mise en jeu
lors du clonage et nous en présenterons les conséquences sur le développement feeto-

placentaire.

3) La reproduction sexuée chez les mammiferes

La premicre étape de la reproduction sexuée chez les mammifere est la rencontre de

I’ovocyte avec un des spermatozoides arrivé jusqu’a lui : la fécondation

3-1) De la fécondation au stade blastocyste
La fécondation est une succession d’étapes incluant la traversée des cellules du
cumulus (cellules entourant I’ovocyte dans le follicule), la fixation du spermatozoide a la zone

pellucide (composée d’une matrice extracellulaire glycoprotéique) entourant 1’ovocyte pour le
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Figure 13 : Développement de I’embryon bovin, du stade blastocyste jusqu’a
I’organogénése. Le blastocyste se forme a 7 jours de gestation. Il posseéde un trophoblaste
déja en cours de différenciation et des cellules de la masse interne (CMI), cellules
pluripotentes qui donneront les tissus embryonnaires (en orange). Les CMI se différencient en
3 feuillets embryonnaires primitifs : I’endoderme, le mésoderme et I’ectoderme. Des cellules
du mésoderme primitif migrent et tapissent le trophoblaste. Le chorion est ainsi formé.
L’amnios est un repliement du chorion au dessus de I’embryon (21 jours de gestation). Les
cotylédons sont des bouquets villositaires chorioniques en forte interaction avec 1’épithélium
utérin de la mére. Le sac vitellin et I’allantoide (en violet clair) sont les 2 tissus extra-
embryonnaires issus exclusivement de tissus embryonnaires, primitif pour le sac vitellin et
plus différenci¢ pour I’allantoide. Apres la gastrulation, les 3 feuillets sont totalement
différenciés et amorcent la formation des tissus foetaux.




protéger (figure 12) (La reproduction animale et humaine, 2014). Le contact avec la zone

pellucide induit la réaction acrosomique qui est la fusion la membrane plasmique et de la
membrane de 1’acrosome (organite du spermatozoide qui enveloppe partiellement son noyau)
du spermatozoide. Le restant du spermatozoide traverse la zone pellucide de 1’ovocyte et la
membrane plasmique du segment équatorial du spermatozoide fusionne avec la membrane
plasmique de I’ovocyte. L’entrée du noyau spermatique dans le noyau ovocytaire déclenche
I’activation de 1’ovocyte par une augmentation de calcium. Le noyau ovocytaire achéve sa
seconde division méiotique et expulse le second globule polaire. Au sein de ’ovocyte, le
pronoyau male se forme puis pronoyau femelle. Les 2 pronoyaux migrent vers le centre de
I’ceuf, les enveloppes nucléaires disparaissent et la chromatine se condense pour le
commencement de la division cellulaire. Des divisions cellulaires successives sont
effectuées : stade 2 cellules, 4 cellules, 8 cellules,..., stade morula et stade blastocyste. Le
passage de 1 a 2 cellules correspond a 1’étape d’activité transcriptionnelle mineure du génome
embryonnaire. Elle est suivie de 1’activation majeure du génome embryonnaire avec une
augmentation rapide de la synthése de transcrits embryonnaires. Chez la souris, 1’activation
majeure a lieu au stade 2 cellules. Dans les autres especes, elle prend place plus tardivement :
stade 4 cellules chez I’humain et stade 8 cellules chez le bovin et le lapin. Cette activation
permet le début de la transcription des geénes nécessaires au bon développement
embryonnaire.

Différenciation du lignage trophoblastique : Au stade morula, les divisions cellulaires
continuent, les cellules se compactent dans 1’embryon pré-implantatoire, ce qui induit les
premiéres différenciations cellulaires aboutissant a la formation du trophectoderme (lignage
trophoblastique) et des cellules de la masse interne (CMI) qui donnera I’embryon, formant
ainsi le blastocyste. La polarisation des cellules au moment de leur compaction et leur

position dans 1’embryon pré-implantatoire décide de leur destin (Pfeffer et Pearton, 2012). En

effet les cellules les plus a I’extérieur deviendront trophoblaste. Les autres sont les cellules
compactées au sein du blastocyste (CMI) gardant les caractéristiques de pluripotence. Des
facteurs de transcription sont impliqués a chaque étape de la différenciation trophoblastique.
Chez la souris et le bovin, I’expression de Tead4 active une cascade d’expression d’autres
facteurs de transcription eux aussi impliqués dans 1’engagement des cellules dans le lignage
trophoblastique (par exemple Cdx2) et sont réprimés dans les CMI. Les facteurs responsables
de la pluripotence (Pou5f1=Oct4, Nanog et Sox2) sont réprimés par Tead4 et Cdx2 dans le
lignage trophoblastique. Une balance d’expression des différents facteurs de transcription est

donc observée entre les CMI et les cellules trophoblastiques. Les facteurs spécifiques du
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Figure 14 : Variation de la méthylation de P’ADN pendant la reprogrammation
épigénétique au cours du développement. Aprés la fécondation, les 2 noyaux haploides
provenant de la lignée germinale tres différenciée se déméthylent. Le pronoyau paternel se
déméthyle de maniere active et le pronoyau maternel de maniere passive. La déméthylation
est quasiment compléte, sauf pour les génes soumis a I’empreinte parentale, I’empreinte étant
conservée malgré cette vague d’effacement. Puis un peu avant le stade blastocyste, I’embryon
démarre sa reméthylation, différenciant petit a petit les cellules en fonction de leurs roles
futures.

(Beaujean N. et al. 2004)

Figure 15 : Organisation de la méthylation de ’ADN dans D’ceuf, juste aprés la
fécondation chez A) la souris et B) le bovin. La méthylation de I’ADN (en vert) est visible
dans les pronucléus male et femelle par immunofluorescence avec un anticorps spécifique
anti-SmC. L’ADN est marqué (en rouge) par de 1’iodure de propidium. A) Marquage des
pronoyaux chez la souris, avec le pronucléus paternel a droite et le pronucléus maternel a
gauche. B) Marquage des pronoyaux chez le bovin, avec le pronucléus maternel a droite et le
pronucléus paternel a gauche. Barre blanche = 20pm



lignage trophoblastique stimulent leur propre expression par I’intermédiaire de boucles de
rétroaction positives. Leur role est ainsi maintenu dans le trophoblaste, ainsi que par
I’expression d’autres facteurs de transcription. La différenciation trophoblastique varie d’une
espece a une autre, le développement ne se déroulant pas de la méme manicre (différence de
gastrulation, d’implantation, de placentation). Les mécanismes sont bien décrits chez la souris
et beaucoup moins chez le bovin. Un exemple de différence entre souris et bovin :
I’expression de PouSfl n’est pas réprimée tout de suite au sein du lignage trophoblastique
chez le bovin, alors que c’est un facteur de pluripotence. La raison de cette continuité
d’expression n’est pas claire mais n’empéche pas la différenciation du trophoblaste.

Au stade blastocyste, on dénombre entre 32 et 64 cellules chez la souris et 120 cellules chez
le bovin. Au sein des CMI, les feuillets embryonnaires se mettent en place apres le stade
blastocyste, lors de la gastrulation (2™ phase de développement embryonnaire, période de
ralentissement de la mitose) : 1’ectoderme, le mésoderme et 1’endoderme (chez le bovin :
figure 13). Ensuite I’organogénése a lieu. L’ectoderme donne naissance a la peau, au systéme
nerveux central, a la moelle épiniére et a certains ganglions. Le mésoderme donne les os, les
vaisseaux sanguins, les reins, les gonades et certains muscles. L’endoderme donne les voies
respiratoires, les glandes digestives et une partie du tube digestif.

Pour passer de cellules haploides trés différenciées que sont I’ovocyte et les spermatozoides,
aux cellules totipotentes de I’embryon, une premiére vague de reprogrammation épigénétique
est nécessaire. Il s’agit d’un effacement de la plupart des marques épigénétiques controlant
I’expression des genes. De nouvelles appositions de marques épigénétiques favoriseront la

différenciation cellulaire nécessaire au développement embryonnaire.

3-2) Reprogrammation du génome embryonnaire

L’ovocyte et le spermatozoide sont des cellules tres différenciées et portent tout 2 des
marques épigénétiques spécifiques. Les spermatozoides ont en particulier un haut niveau de
compaction de la chromatine pour protéger le patrimoine génétique. Pour pouvoir donner un
zygote totipotent, les marques épigénétiques portées par les cellules germinales doivent étre
effacées et notamment la méthylation de I’ADN (figure 14).
Le génome paternel et maternel ne se déméthylent pas de la méme fagon : le génome maternel
se déméthyle passivement au cours des divisions cellulaires quel que soit I’espéce tandis que
le génome paternel subit une déméthylation active. Cette déméthylation du génome paternel

n’est pas totale chez toutes les especes (Beaujean et al., 2004) (figure 15). En effet chez le

bovin (figure 15 B), le pronoyau paternel n’est pas totalement déméthylé alors que celui de la
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Figure 17 : Différents types d’utérus chez les mammiféres (La reproduction animale et
humaine, 2014). A : ampoule, I : isthme, P : pavillon




souris I’est completement (figure 15 A). Cette vague d’effacement de la méthylation dure
jusqu’au stade morula. Chez les mammifgres, la premiére différenciation se met en place avec
une méthylation de novo progressive par les enzymes DNMT3a et DNMT3b. Au stade

blastocyste, une méthylation différentielle est observée entre le trophectoderme et la masse

cellulaire interne (Santos et al., 2003), plus ou moins marquée selon les espéces. L hypothése
serait que cette hypométhylation du trophoblaste serait essentielle au développement et a la

fonction des cellules trophoblastiques (Tanaka et al., 2014) et que I’hyperméthylation des

CMI favorise leur pluripotence permettant 1’expression des geénes de maintien de cette
pluripotence en priorité. Ainsi, les cellules pluripotentes peuvent se différencier par la suite en
n’importe quel tissu.

Dés que I’embryon est implanté dans ['utérus, la formation du placenta commence et il croit

jusqu’a la parturition (chez le bovin).

4) Implantation et formation du placenta, un organe clé du développement

embryonnaire

L’implantation est le moment ou I’embryon s’ancre dans l’endomeétre maternel.
Suivant les espéces, la période péri-implantatoire est plus ou moins longue : 4,5 jours pour la
souris, 7 jours pour ’homme et 20 jours pour le bovin. A cette période, chez les ruminants, et
en particulier chez le bovin, le trophectoderme subit une phase intense de multiplication
cellulaire et d’élongation (figure 16).

Le placenta est présent chez les mammiféres vivipares. C’est un organe transitoire
indispensable au bon développement de I’embryon, puis du feetus. Le placenta est une zone
d’échanges entre la meére et son foetus qui sert aussi de barriere immunologique. Ces
différentes fonctions sont communes a toutes les espeéces possédant un placenta, malgré des
différences de temps de gestation, d’organisation morphologique, histologique et cellulaire

placentaire (Chavatte-Palmer et Tarrade, 2016).

Le placenta est en forte interaction le compartiment utérin de la mére.

4-1) Anatomie utérine
L’anatomie de I'utérus varie d’une espéce de mammifere a une autre (figure 17).
Il existe 3 grands types d’utérus :
- L’utérus double : Il est retrouvé chez les rongeurs (souris) et les lagomorphes (lapin,

lievre). Il possede 2 cols utérins (ou cervix) ainsi que 2 cornes utérines distinctes.
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- L’utérus bicorne : Il est retrouvé chez les carnivores, les suidés (porc), les ruminants
(bovin, ovin, caprin) et les équidés (cheval, ane, zébre). Il a un seul col et corps utérin
avec 2 cornes utérines communicantes. Deux sous types d’utérus correspondent a cette
description, celui avec de longues cornes et un petit corps utérin (carnivore et suidé) et
celui avec de plus petites cornes et un long corps utérin (ruminants et équidés).

- L’utérus simple : Il est retrouvé chez les primates (homme, singe) et la chauve-souris.
Il a un seul col et corps utérin large, sans corne.

L’utérus est formé de 2 couches tissulaires : le myomeétre et I’endomeétre étant 2 couches
musculaires distinctes. Le myomeétre est la couche musculaire externe de 1’utérus et
I’endomeétre le tapisse du coté de la lumicre utérine. L’endometre permet a I’embryon de
s’implanter et au placenta de se développer. Il est plus ou moins plissé, trés vascularisé et
recouvert de glandes utérines facilitant ainsi les échanges avec le placenta. Des particularités
anatomiques sont parfois observées, notamment chez les ruminants. Au cours de la
placentation, des épaississements localisés de 1’endométre forment les caroncules. Ces
structures se développent tout le long de 1’utérus, y compris dans les cornes utérines et leur

nombre varie d’une espece a ’autre.

4-2) Formation du placenta

Le trophoblaste ou trophectoderme résulte de la premiere différenciation des cellules
externe de la morula et se distingue du lignage embryonnaire constitué par les cellules de la
masse cellulaire interne, au stade blastocyste. Il est en contact direct avec I’endométre utérin.
A Tl’implantation, le trophoblaste s’appose directement sur 1’endométre maternel. Le
trophoblaste est constitué¢ d’une monocouche cellulaire (type épithélium) qui se tapisse de
cellules mésodermiques issues de I’embryon par migration et constitue le chorion. Le chorion
entoure le feetus et toutes ses annexes. La structure du trophoblaste varie en fonction des types
d’implantation:

- Chez les suidés et les cétacés, le trophoblaste reste sous forme de monocouche de
cytotrophoblastes, sans processus invasif au niveau de 1I’endomeétre maternel.

- Chez la plupart des especes de mammiferes, le trophoblaste se dédouble en une
monocouche de cytotrophoblastes et en syncytiotrophoblaste (fusion de cellules
cytotrophoblastiques) qui va permettre les échanges meére-feetus. Dans certains cas, il
peut y avoir fusion avec les cellules épithéliales utérines par exemple chez la souris.

- Chez les ruminants et les équidés, une partie des cellules trophoblastiques

mononuclées se différencie en cellules trophoblastiques binucléées. Ces cellules
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Figure 18 : Les différentes formes de placenta chez les mammiféres (La reproduction

animale et humaine, 2014). C.E.E. : coelome extra-embryonnaire, C.A. : cavité amniotique,
Ch. : chorion, Al : allantoide, E. : endométre, L. : lécithocele, P. : Placenta, P.D. : placenta

diffus, P.P. : placentome, P.Z. : placenta zonal, C.O. : cordon ombilical, L.U. : lumicre utérine,
M. : myometre, C.U. : col utérin.



binucléées fusionnent avec les cellules utérines et forment ainsi des cellules

plurinucléées appelées syncycium.

4-3) Classification des placentas

Les placentas sont classés de 2 manieres différentes : par leurs morphologies et par

leurs structures histologiques, avec 1’organisation des lignées cellulaires séparant le sang

maternel du sang feetal.

4-3-1) Morphologie des placentas

Cette classification se fait selon la distribution des villosités placentaires retrouvées

sur le sac formé par le chorion entourant le feetus (figure 18) :

Le placenta diffus (figure 18 A) : Il est retrouvé chez les suidés, les cétacés et les
équidés. Le sac chorionique est entierement recouvert de villosités ou replis
directement en contact avec 1’endomeétre utérin. Il est retrouvé chez les suidés sous
forme de plissement du sac chorionique, et chez les équidés sous forme de
microvillosités.

Le placenta cotylédonaire (figure 18 B): Il est retrouvé chez les ruminants. Par endroit
et tout le long du sac chorionique occupant le volume total des cornes utérines, des
bouquets villositaires se développent, formant ce que I’on appelle les cotylédons. Le
nombre de cotylédons dépend du nombre de caroncules s’étant développées le long de
la paroi utérine. Les cotylédons s’enfoncent dans les caroncules utérines et forment
ainsi des placentomes qui sont la principale surface d’échanges foeto-maternels.

Le placenta zonal (figure 18 C): Il est retrouvé chez les carnivores. Des villosités
ceinturent le sac chorionique sur une bande équatoriale se liant de cette maniere a
’utérus.

Le placenta discoide (figure 18 D) : il est retrouvé chez les rongeurs, les lagomorphes,
les primates et les insectivores. Le sac chorionique posséde 1 ou 2 disques
villositaires. Dans ses disques, les villosités sont regroupées en amas formant des

pseudo-cotylédons et interagissant avec la partie maternelle.

Les placentas peuvent étre classés selon la facon dont le chorion est en contact avec le tissu

maternel. Le placenta peut étre plissé avec les replis du chorion tapissant la surface plissée de

1I’épithélium utérin (suidés). Il y a aussi le placenta villeux avec formation de cotylédons ou

pseudo-cotylédons (ruminants, primates, équidés), et le placenta labyrinthique (rongeurs,

lagomorphes, carnivores, insectivore, chauve-souris) que forme un mélange de villosités

chorioniques et de vaisseaux sanguins maternels.
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Figure 19 : Arbre phylogénétique et placentation des mammiféres (La reproduction
animale et humaine, 2014). A) Barriére materno-feetale observée dans les différents types de
placenta, illustrant le degré d’invasion de 1’endomeétre utérin par le trophoblaste et/ou
syncytiotrophoblaste. Dans le placenta synépithélio-chorial, des cellules binucléées du
trophoblaste (astérisques) fusionnent avec des cellules utérines pour former un syncytium au
sein de 1’épithélium utérin. B) Arbre phylogénétique des mammiferes présentant les quatre
groupes majeurs des euthériens (I, Afrotheria ; II, Xenarthra ; III, Euarchontoglires et IV,
Laurasiatheria), les différents types de placentas observés et la date d’apparition des syncytines
identifiées. Les cercles colorés indiquent la proportion des types placentaires rencontrés au
sein d’un méme groupe ou famille.




Apres avoir regardé la structure morphologique et organisationnelle du placenta et de son

contact avec la partie maternelle, la structure histologique est observée.

4-3-2) Histologie des placentas

Il s’agit maintenant de regarder le nombre de couches de tissus séparant le sang

maternel du sang feetal (figure 19) ainsi que leur nature et le degré d’invasion de I’endomeétre

par le chorion.

Le placenta épithéliochorial résulte d’une apposition directe du trophoblaste sur
I’épithélium utérin. La surface d’échange est augmentée par des replis ou villosités.
Six couches de tissus séparent le sang maternel du sang feetal : les parois des
vaisseaux sanguins (1 paroi feetale et 1 paroi maternelle), étant inclus dans du
mésoderme feetal d’un c6té et dans le myometre utérin de 1’autre. Il est retrouvé chez
les suidés, équidés, cétacés et Iémuriens.

Le placenta synépithéliochorial résulte de la présence d’un syncytium (masse de
cellules plurinucléées) issus de la fusion de cellules trophoblastiques binucléées
(cellules qui ont interrompu leurs cycles de divisions cellulaires et ainsi ont 2 noyaux)
avec des cellules épithéliales utérines, en contact avec 1’épithélium maternel. Six
couches de tissus séparent aussi le sang maternel du sang feetal. 11 est retrouvé chez les

ruminants.

Les placentas épithéliochoriaux et synépithéliochoriaux sont les moins invasifs.

Le placenta endothéliochorial : Plus que 4 couches de tissus séparent le sang maternel
du sang foetal (1 maternelle et 3 feetales). La paroi des vaisseaux sanguins feetaux est
toujours inclus dans le mésoderme feetal. Par contre 1’épithélium utérin est érodé par le
syncytiotrophoblaste qui est directement appos¢ a la paroi des vaisseaux sanguins
maternels. C’est une invasion partielle des tissus maternels. Il est retrouvé chez les
carnivores et les éléphants.

Le placenta hémochorial posséde seulement 3 couches de tissus, toutes feetales ce qui
en fait la forme de placenta la plus invasive. Les vaisseaux sanguins feetaux sont
inclus dans le mésoderme fcetal et le syncytiotrophoblaste baigne directement dans le
sang maternel (absence d’épithélium utérin et ouverture des artéres spiralées
maternelles). Il est retrouvé chez les rongeurs, lagomorphes, insectivores et primates.
Il existe 2 sous-types de placentas hémochoriaux : le placenta hémodichorial, avec 1

couche de cytotrophoblastes et 1 couche de syncytiotrophoblastes (lagomorphes

22






insectivores, primates) et le placenta hémotrichorial avec 1 couche de
cytotrophoblastes et 2 couches de syncytiotrophoblastes (rongeurs).
Tous les types de placentas ayant bien été définis, les fonctions placentaires déja évoquées

précédemment vont étre développées en détail.

4-4) Fonctions placentaires
Comme déja évoqué précédemment, le placenta a une fonction immune qui a pour but
de protéger le feetus et une fonction d’échanges entre la meére et le feetus qui a pour but de

participer au bon développement embryonnaire.

4-4-1) Fonction immune

L’ceuf fécondé pourrait étre considéré comme du « non-soi » par la mére, puisque
celui ci contient pour moiti¢é du génome paternel. Pourtant il persiste et se développe dans
I’utérus maternel, avec un placenta qui se forme. Le trophoblaste, a ’interface avec le
compartiment maternel, met en place des mécanismes moléculaires déjouant la réponse
immunitaire de la meére.

Le trophoblaste sécréte des molécules pouvant étre reconnues par la mére comme du « soi »
(molécule HLA (Human Leukocyte Antigen) du CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité¢) chez I’homme). Il y a aussi plusieurs facteurs immunosuppresseurs qui
sont présents localement au niveau de la jonction foeto-maternelle. Chez les ruminants, la
sécrétion d’interféron tau (INT) a un role important dans I’immunodépression maternelle. Il
est sécrété trés précocement au cours de la gestation (18 jours) mais ne peut pas servir de
marqueur puisqu’il n’est pas détectable dans le sang.

Les cellules NK (Natural Killer) sont des lymphocytes trouvés dans le sang et sont
importantes dans I’immunité innée. Elles reconnaissent les cellules du « non soi» et les
¢liminent. Ces cellules présentes dans 1’utérus gravide sont appelées cellules NK déciduales
ou dNK et sont activées par les cellules trophoblastiques. Elles permettraient, d’aprés des
¢tudes récentes, un bon développement placentaire. De plus, la cytotoxicité des NK est
régulée négativement dans les dNK évitant ainsi I’apoptose des cellules trophoblastiques et de
I’embryon.

Les cellules T régulatrices sont aussi impliquées. Ce sont des lymphocytes maturés dans le
thymus et pouvant inhiber la prolifération d’autres lymphocytes T effecteurs. Elles ont ainsi
un effet suppresseur sur les réponses immunitaires spécifiques d’antigénes, permettant ainsi la

tolérance du placenta et de son embryon dans 1’utérus maternel.
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La fonction immune placentaire est encore trés étudiée dans le contexte des pathologies

placentaires humaines.

4-4-2) Fonction d’échanges

Les principaux échanges sont des échanges gazeux (oxygene, dioxyde de carbone et
azote), d’eau et de nutriments, essentiels a la survie et a la croissance de ’embryon. La
croissance placentaire et ’augmentation des surfaces d’échanges avec le compartiment
maternel permet un apport suffisant au développement du feetus. Ainsi le rapport du poids du
feetus sur le poids du placenta est un parameétre de mesure de I’efficacité placentaire.

- Les échanges gazeux se font par diffusion passive a partir du sang a travers les
membranes cellulaires. Chez certaines especes, il existe une hémoglobine fcetale
présentant une plus forte affinité pour I’oxygene que I’hémoglobine maternelle, ce qui
facilite le transfert vers le feetus.

- Le glucose est la source d’énergie principale pour le feetus. Le transport est effectué
par diffusion facilitée par des transporteurs. La glycémie du feetus est directement liée
a la glycémie de sa mére.

- Puisque le placenta ne laisse pas passer les protéines maternelles, des acides aminés
sont transportés de maniére active par I’intermédiaire de transporteurs spécifiques, se
trouvant pour la plupart dans le syncytiotrophoblaste. Le placenta est lui méme
capable de synthétiser ses propres acides aminés et de les transporter du feetus vers la
mere.

- Les acides gras sont obtenus par hydrolyse des triglycérides par la membrane apicale
du syncytium puis sont transférés au feetus a I’aide de transporteurs.

- Les immunoglobulines sont transportées par transcytose (transport vésiculaire non
intercepté par les lysosomes et sans modification de la protéine transportée) de la mere
au feetus dans le cas des placentas épithéliochoriaux et synépithéliochoriaux. Dans les
autres placentas, les immunoglobulines ne peuvent pas traverser et le transfert de
I’immunité se fait a la naissance par I’intermédiaire du lait maternel.

Le placenta est donc une plateforme d’échange de molécules diverses et variées mais
intervient aussi comme producteur d’hormones permettant le bon déroulement de la gestation

et ’adaptation de la mere a I’état gravide.

4-4-3) Fonction hormonale

Les hormones jouent un réle de messager chimique essentiel dans 1’établissement et le
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maintien de la gestation, jusqu’au déclenchement de la parturition. Les hormones sont

sécrétées par le trophoblaste et plus particulierement par le syncytiotrophoblaste ou le

syncytium. La quantité d’hormones produite varie d’une espece a une autre.

Les hormones stéroides comme la progestérone et les oestrogénes sont des stéroides
sexuels issus du cholestérol. Elles se couplent a des protéines réceptrices
intracellulaires cibles et régulent le geéne cible par fixation sur I’ADN. Elles agissent
au niveau utérin par action sur I’endometre et le myometre.

Chez toutes les espéces, la progestérone est produite en quantité fixe moyenne par le
corps jaune tout au long de la gestation. Les cellules trophoblastiques du placenta de
certaines especes (truie, chévre, jument, vache, femme et cochon d’inde) produisent
aussi de la progestérone en quantité importante. La progestérone est indispensable au
bon déroulement de la gestation en agissant par rétroaction négative sur 1’axe
hypothalamo-hypophysaire bloquant la fonction ovarienne et inhibant la contractilité
utérine.

Les oestrogénes sont produits en faibles quantités et augmentent juste avant la
parturition.

Les hormones polypeptidiques placentaires sont sécrétées par le trophoblaste ou le
syncytiotrophoblaste. Il existe beaucoup d’hormones appartenant a cette catégorie et
seulement les plus intéressantes surtout pour 1’espéce bovine sont présentées ici.
L’hormone placentaire lactogéne est trouvée dans le sang feetal et en plus petite
quantité¢ dans le sang maternel. Chez la vache, elle est détectée dans les cellules
binucléées. Son rdle n’est pas encore clair mais elle stimulerait la croissance feetale et
placentaire et préparerait la lactation par induction de la prolifération et de la

différenciation des cellules de la glande mammaire.

Les glycoprotéines liées a la gestation ou PAG ont tout d’abord ét¢ identifiées chez la vache

domestique et sauvage, puis chez la truie, la jument et la souris. Les PAG font partie de la

famille des protéases aspartiques et beaucoup d’entres elles n’ont pas de site catalytique. Le

role des PAG n’est pas encore trés clair a ce jour, elles interviendraient dans la protection du

placenta contre le systéme immunitaire de la mére et dans le maintien de la gestation. Chez la

vache, les geénes exprimant les PAG sont une famille multigénique d’environ 100 génes. Il

existe des PAG « anciennes » exprimées par les cellules mononucléées du trophoblaste et les

PAG « modernes» exprimées dans les cellules binucléées (Touzard et al., 2013). La

séparation entre « moderne » et « ancienne » est phylogénétique. Le dosage des PAG pourrait
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servir pour le diagnostic de viabilité d’un feetus, en plus de 1’échographie. Beaucoup de
recherches sont menées pour trouver, dans la multitude de protéines PAG découvertes, un

marqueur de gestation précoce

4-5) Formation des annexes embryonnaires

4-5-1) Le sac vitellin

Le sac vitellin est un vestige de 1’évolution des vertébrés. C’est ’'une des premicres
annexes extra-embryonnaires a étre vascularisées. Il persiste ou non selon les espéces. Cette
annexe se forme lors de la migration du mésoderme embryonnaire autour de I’endoderme issu
lui aussi d’un des feuillets embryonnaires et développe le premier réseau vasculaire primitif.

Dans le cas des ruminants, il régresse rapidement, vers 18-21 jours de gestation.

4-5-2) L’amnios

La poche amniotique est une cavité protégeant mécaniquement le feetus et permettant
son développement dans un milieu liquide a I’abri de la pression extérieure. Sa formation est
différente selon les espéces. Soit une cavité se creuse au niveau de I’ectoderme au dessus de
I’embryon et le recouvre. Soit le trophoblaste se plisse au dessus de 1’embryon et fusionne ses
2 membranes formant ainsi une nouvelle poche protectrice. C’est cette derniére que 1’on
retrouve chez les ruminants. Ainsi I’amnios est un tissu principalement dérivé du trophoblaste

et tapissé de mésoderme.

4-5-3) L’allantoide

Le sac allantoidien est formé a partir de 1’intestin primaire de I’embryon (endoderme).
Il est ensuite recouvert par le mésoderme embryonnaire en migration. Une poche
allantoidienne ainsi qu’un cordon ombilical est ainsi formé. Le devenir de cette annexe varie
selon les especes, soit elle régresse (rongeur, homme) soit elle se développe (ruminant, suidé,
équidé), se lie trés fortement au chorion (allanto-chorion) et est a lorigine de la
vascularisation définitive du placenta. Ce sac sert au stockage et a la gestion des déchets

générés par le feetus, étant directement connecté a son appareil urinaire.

Les bovins posseédent un utérus bicorne, avec de longues cornes utérines. L’embryon s’y
installe et le trophoblaste subit une trés forte élongation, remplissant totalement 1’espace.
Ensuite un placenta de type cotylédonaire (et donc villeux) et synépithéliochorial se
développe et permet toutes sortes d’échanges développés précédemment (Constant et
Guillomot, 2006).
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Figure 21 : Principe du clonage par transfert de noyau chez le bovin. Que le clonage se
fasse a partir de noyau embryonnaire ou somatique, les cellules donneuses sont mises en
culture. Les cellules sont isolées et I’une d’entre elles est injectée par micromanipulation dans
la zone pellucide de ovocyte accepteur, préalablement énucléée. Le courant €lectrique appliqué
permet aux membranes de fusionner (membrane de la cellule donneuse avec celle de
I’ovocyte) et au noyau diploide d’entrer dans le cytoplasme ovocytaire. A partir de ce moment,
I’ovocyte est mis en culture jusqu’au stade blastocyste. Ces blastocystes sont transférés dans
une vache porteuse préalablement synchronisée.



La principale question posée au cours de ce travail concerne le devenir du lignage
trophoblastique au cours de la gestation en comparant des conceptus apreés IA et apres

clonage.

5) Le clonage, un modele de perturbation de la reprogrammation

épigénétique

Le développement des biotechnologies de la reproduction chez le bovin commence
autour des années 1950 avec le développement de I’insémination artificielle. Dans les années
70, le développement du transfert d’embryon est effectué, suivi du développement et de la
maitrise de la fécondation in vitro (FIV) dans les années 80. Puis en 1996, le premier
mammifere est cloné a partir d’un noyau de cellule somatique adulte par Keith Campbell et

Ian Wilmut en Ecosse: la brebis Dolly (Wilmut et al., 1997). Elle est suivie de prés par 2

vaches clonées en 1998, une aux Etats-Unis (Cibelli et al., 1998) et I'autre en France a

I’INRA de Jouy-en-Josas ((Vignon et al., 1998) Marguerite, photo figure 20).

Le clonage s’est ensuite beaucoup développé pour des especes d’¢élevage tel que le mouton, la
chevre, le porc, le cheval, le lapin puis pour les animaux modeles tel que la souris et le rat.
Le clonage par transfert de noyau permet d’obtenir des individus génétiquement identiques

qui peuvent servir dans de nombreuses applications, en particulier pour I’espéce bovine.

5-1) Clonage par transfert de noyau

5-1-1) Protocole couramment utilisé

Le clonage par transfert de noyau (figure 21) consiste en plusieurs étapes (Heyman,
2005). Tout d’abord des ovocytes sont collectés par ponction sur les ovaires provenant des
abattoirs. Ces ovocytes prélevés sont ensuite maturés in vitro en milieu de culture jusqu’a la
fin de la métaphase II de la méiose, étape idéale pour la micromanipulation, ou ’ADN est
condensé et bien visible. Plusieurs origines de cellules donneuses de noyaux sont possibles :
soit des cellules issues d’embryon (cellule ES), soit des cellules issues de tissus feetaux, soit
des cellules issues d’individu adulte (fibroblastes, cellules du cumulus,...). La cellule
« donneuse » est préalablement sauvegardée en culture. Par micromanipulation, une cellule
isolée est insérée dans la zone pellucide de I’ovocyte « receveur » préalablement énucléée. Un
courant ¢lectrique est ensuite appliqué, afin que la membrane de I’ovocyte énucléée et celle
de la cellule donneuse fusionnent pour que I’ADN de la cellule entre dans I’ovocyte. Le

courant électrique provoque une libération importante de calcium dans 1’ovocyte, similaire a
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Figure 22 : Evolution de la gestation chez le bovin aprés transfert d’embryons clonés. Les
pertes les plus importantes sont observées entre le transfert des embryons et juste avant
I’implantation (entre 20 et 50%). Apres 35 jours de gestation, les pertes se stabilisent pour la
FIV, un peu moins pour le clonage par noyau embryonnaire et encore un peu moins pour le
clonage par noyau somatique fcetal. Pour le clonage par noyau somatique adulte les pertes
apres I’implantation sont graduelles toute au long de la gestation, avec un taux de naissance
trés bas (moins de 10%) par rapport aux autres modalités (FIV ou autres clones).



celle induite par la pénétration du spermatozoide, permettant l’initiation du processus
d’activation du développement. L’ceuf ainsi formé est cultivé dans un milieu spécifique pour
les embryons, jusqu’au stade blastocyste. Celui-ci sera transféré dans une vache porteuse qui

aura été hormonalement synchronisée, pour une bonne préparation de 1’utérus.

5-1-2) Facteurs affectant le clonage ainsi que son efficacité

Les facteurs affectant le clonage sont nombreux. Il faut par exemple que 1’ovocyte
« récepteur » puisse €tre maturé correctement, ou encore que les conditions de culture
embryonnaire soient optimums. Par exemple trop de sérum dans le milieu de culture a
tendance a donner des feetus développant le syndrome du gros veau (expliqué dans le chapitre
5-6).
La nature de la cellule « donneuse » peut aussi avoir un impact sur le clonage (figure 22). En
effet, ’efficacité du clonage (nombre de clones viables / nombre total de micromanipulations
effectués x 100) décroit ; étant le plus efficace avec une cellule « donneuse » embryonnaire et
moins efficace avec une cellule « donneuse » somatique issue d’un individu adulte. La
période de reprogrammation du noyau somatique est aussi une étape critique dans la
technique du clonage. Pour donner un exemple concret, ’efficacité du clonage somatique
bovin a terme varie entre 0,5 et 7%. Cinquante pourcent des embryons reconstitués vont
jusqu’au stade blastocyste. La plus grosse période de perte embryonnaire est observée entre le
transfert de I’embryon dans la mére porteuse et son implantation. En effet, ces pertes peuvent
étre interprétées comme la conséquence d’un déréglement du systéme de reconnaissance du
soi (CMH) qui voit le clone comme un intrus que la mére porteuse rejette. L’observation de
pertes plus tardives est le plus souvent due au développement du syndrome du gros veau
(expliqué dans le chapitre 5-6). La période entre la naissance et le sevrage des nouveau-nés
est ’autre période critique pour les clones (entre 20 et 30% de mortalité¢), mourant de
différentes infections, de problémes cardiaques ou pulmonaire. Les nouveau-nés clonés
naissent plus gros que les nouveau-nés obtenus par IA. Les clones survivants au sevrage

retrouve une courbe de poids normale avec une physiologie normale.

5-2) La « normalité » du clone

Les pertes pendant la micromanipulation et la culture embryonnaire, au cours de la
gestation et de la naissance au sevrage nous montrent bien que la plupart des clones ne sont
pas viables. Cependant, les survivants aprés sevrage ont une longévité comparable a la

moyenne, sans observation de vieillissement prématuré avec une croissance normale de
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I’animal. Ces vaches clonées ont une production laitiére qui est dans la moyenne, aussi bien
en quantit¢ qu’en qualité (tests effectués aux Etats-Unis et au laboratoire). Au Japon, la
qualité de la viande a été analysée selon une centaine de paramétres sans trouver de différence
entre les clones et les témoins. Les clones n’ont pas de probleme de stérilit¢ ou autres
problémes liés a la reproduction et les descendants de clones ainsi que la mére clonée ont une
gestation comparable aux témoins. Pour les taureaux clonés, leurs semences analysées ne
portent pas d’anomalies et les animaux ont une libido normale (Chavatte-Palmer and

Heyman, 2006a).

Apres la période du sevrage, le clone peut étre considéré a ce jour comme étant un individu
sans anomalie.
Apres avoir observé les inconvénients du modele clone, quels avantages peut-on tirer de ces

animaux ?

5-3) Applications du clonage chez le bovin
Grace au clonage somatique, des groupes d’individus génétiquement identiques (mise
a part le génome mitochondrial ovocytaire) peuvent ainsi étre obtenus et utilisés dans

plusieurs applications (Chavatte-Palmer et Heyman, 2006b; Heyman, 2005).

5-3-1) Outil pour la sélection bovine

La sélection bovine s’effectue en observant des phénotypes intéressants chez plusieurs
individus de méme parenté (population de référence) en étudiant leur génome sur plusieurs
générations. Il est possible de favoriser la reproduction d’animaux portant des caractéristiques
génétiques intéressantes dans le cadre de 1’¢élevage.

Au début de la sélection génomique, il a été constaté que le systéme provoquait la mise en
place du systeme « Taureau-Star », taureau ayant un index améliorateur trés important et trés
utilisé en reproduction. Pour ces individus (en petit nombre), il était primordial de
sauvegarder leur patrimoine génétique (semence). Le clonage pouvait étre une assurance pour
la sauvegarde de ce patrimoine génétique en cas d’accident de 1’animal.

Dans le cadre d’un élevage extensif, un taureau avec un patrimoine génétique trés recherché
peut étre cloné. Les individus males ainsi obtenus peuvent alors servir de reproducteurs dans
un ¢élevage et ainsi avoir un réle dans la dissémination du progres génétique.

Mais un clone cotite cher a produire (entre 15000 et 20000 euros) avec une efficacité de
réussite tres faible et cette biotechnologie de la reproduction n’est pas bien percu par le public

(voir le chapitre législation et éthique).
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Figure 23 : Photo de la vache bleue de bazougers clonée, Aurore et son fils, descendant de
clone



5-3-2) Reproduction de phénotypes rares ou en voie de disparition

Certains animaux sont en voie de disparition ou menacés d’extinction. Par le clonage,
on peut espérer sauvegarder certains génotypes de ces animaux. Par exemple le clonage de
I’une des derni¢res vaches de race bleue de bazougers, la vache Aurore (photo figure 23) a
été effectué par 'INRA pour démontrer la faisabilité de cette approche.

La méme chose a été faite sur une race de vache en voie de disparition en Nouvelle-Zélande.
Le clonage peut aussi étre utilisé sur des espeéces sauvages. Le probléme est d’avoir des
ovocytes receveurs et des femelles porteuses ce qui est difficile, I’espéce étant menacée
d’extinction. Des expériences ont ét¢é menées en prenant des ovocytes d’une espéce
domestique (par exemple des ovocytes bovins) en introduisant le noyau somatique de
fibroblaste d’une antilope des montagnes. Des blastocystes ont pu €tre obtenus mais encore
faut-il trouver la mére porteuse idéale, pour que I’embryon ait une chance de se développer
correctement et d’étre viable aprés la naissance.

En mai 2013, apres la découverte d’'un mammouth congelé et parfaitement préservé par des
russes sur une ile en Sibérie, il était question d’essayer de cloner ce mammouth a partir de
cellules prélevés sur son corps. Au dela du fait que I’ADN n’a pas forcément été totalement
bien préservé, le clonage de cette espeéce suggérerait la récupération d’ovocytes d’éléphantes
(race la plus proche du mammouth), ainsi que la sélection d’éléphantes porteuses, sachant
que méme si ces espeéces sont proches, la réussite du clonage n’est pas garantie, I’éléphant
n’ayant jamais été cloné a ce jour. La taille de I’animal est aussi un frein puisque pour faire le

transfert d’embryon, I’utérus est a 2m50 de 1’orifice vaginal.

5-4) Ethique et législation

Le clonage n’est pas bien percu par le grand public, notamment a cause de la
souffrance feetale que cette technique peut engendrer, ainsi que sa trés faible efficacité de
réussite. S’il y a une acceptation de la population a utiliser le clonage a des fins médicales et
thérapeutiques (vaches transgéniques clonées fabriquant des vaccins), les consommateurs
européens n’envisagent pas I’utilisation du clonage a des fins alimentaires (vaches
transgéniques clonées avec une croissance accrue).
Pour reprendre I’exemple du mammouth congelé, cette découverte a suscité chez le grand
public un regain d’intérét pour le clonage, en oubliant toutes les conséquences éthiques. Tout
le monde envisage la renaissance de la race du mammouth mais au-dela des incompatibilités
évoquées précédemment, 1’utilisation d’un grand nombre d’éléphantes afin d’obtenir un seul

individu mammouth devrait nous faire réfléchir, 1’éléphant étant une espéce rare voire en voie
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(Santos F. et al, 2006)

Figure 24 : Organisation de la méthylation de ’ADN dans les blastocystes bovins obtenus
par A) FIV ou B) clonage. Le marquage spécifique de la méthylation de I’ADN est obtenu
par immunofluorescence avec un anticorps spécifique anti-SmC. A) Marquage des blastocystes
obtenus par FIV (n=7). B) Marquage des blastocystes obtenus par clonage somatique (n=4/8).



de disparition, et de ce fait protégée. De plus quel serait I’intérét de la naissance d’un tel
animal, dans un environnement qui ne lui conviendrait peut-étre pas et le seul représentant de
son espece, sans possibilité de reproduction.

Au niveau législation, le parlement Européen a adopté le 8 septembre 2015, une loi interdisant
le clonage a but alimentaire, ainsi que I’importation de produits (viande, lait) issus de clones
sur le territoire. Le clonage reste autoris¢ pour la recherche fondamentale et médicale.

En revanche, aux Etats-Unis, Canada, Argentine et Brésil la législation autorise la
consommation de clones et de descendants de clones. Il est aussi possible dans ces pays
d’utiliser la semence de clones et de la commercialiser a I’international. En absence de
tracabilité, il est donc possible d’effectuer des IA en Europe avec de la semence de clones et
par conséquent d’obtenir, de commercialiser et de consommer des produits de descendants de
clones, malgré la nouvelle l1égislation.

Il faut donc espérer que la consommation de viandes issues de descendants de clones n’ait

aucun impact négatif sur la sant¢ de I’homme.

5-5) Etude des perturbations de la reprogrammation du noyau somatique

L’intérét pour le clonage peut aussi étre axé sur la compréhension de certains systemes
comme la reprogrammation épigénétique ayant lieu lors de la fécondation et évoquée
précédemment.
Lorsque le noyau somatique est introduit dans 1’ovocyte énucléé, le courant électrique
appliqué active I’ovocyte et donc la reprogrammation du génome. Au lieu d’avoir 2 génomes
distincts (1 maternel et 1 paternel) hautement différenciés a reprogrammer, 1’ovocyte doit
reprogrammer un noyau somatique diploide et différencié. Il est maintenant reconnu que la
reprogrammation du noyau somatique ne se passe pas toujours trés bien, entrainant une
réorganisation épigénétique parfois anormale. Par exemple, il peut y avoir des différences de
méthylation entre témoins et clones. Par immunofluorescence utilisant un anticorps dirigé
contre la 5mC, les blastocystes témoins ont un marquage hétérogéne avec une
hypométhylation du trophoblaste par rapport aux CMI. Par contre certains blastocystes clonés
ont un marquage homogeéne entre le trophoblaste et les CMI, avec une hyperméthylation du

trophoblaste par rapport a un blastocyste témoin (figure 24, Santos et al., 2003)).

Cela ne touche pas seulement la méthylation de I’ADN mais aussi des modifications post-
traductionnelles des histones, et des protéines impliquées dans la condensation de la

chromatine du stade 2 a 8 cellules (Pichugin et al., 2010). On dirait qu’apres le transfert du

noyau dans I’ovocyte énuclé¢, I’ADN garde une mémoire de la cellule « somatique ».
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Ces perturbations de la reprogrammation peuvent avoir des conséquences sur la viabilité d’un
embryon dés sa formation, pendant la gestation et jusqu’a la naissance. Les périodes les plus
critiques sont les premiéres phases de développement (50% de perte des embryons), apres le
transfert de I’embryon dans la vache porteuse et I’implantation (perte a nouveau de 50% des
embryons transférés), pendant la gestation (25% des embryons transférés), et de la naissance
jusqu’au sevrage. Au vu des connaissances actuelles et du ciblage des mécanismes
moléculaires altérés pendant cette reprogrammation, il est possible d’améliorer I’efficacité de
la reprogrammation des noyaux somatiques. Par exemple 1’utilisation de la Trichostatine A
(TSA, inhibiteur des histones déacétylase) au niveau de la culture des cellules donneuses

avant le transfert du noyau améliore le clonage chez le bovin (Enright, 2003).

5-6) Pathologie liée au clonage : le syndrome du gros veau

Comme déja évoqué précédemment, les clones peuvent développer des pathologies
placentaires. Dans le cas du clonage chez le bovin, dés 60 jours de gestation, il peut étre
observé un développement placentaire anormal avec des placentomes anormalement gros

(Constant, 2006), une poche de ’amnios et/ou allantoidienne anormalement gonflée et

remplie de liquide (Hydramnios et/ou hydrallantois). Le feetus, vivant, est gros, avec un
ventre gonflé par I’accumulation de liquide dans la cavité abdominale. La langue est épaisse

et volumineuse, les oreilles sont malformées et une hernie ombilicale est observée (figure

25). C’est ce que I’on appelle le syndrome du gros veau (Chavatte-Palmer et al., 2012).

Ces symptomes ne sont pas spécifiques du clonage et ont été aussi retrouvés chez des feetus
issus de FIV, surtout quand les embryons ont été maintenus en culture dans un milieu a fortes
concentrations en sérum. Les pathologies placentaires se manifestent a différents stades de
gestation et sont détectables par 1’échographie. Toute gestation diagnostiquée positive pour la
pathologie placentaire est arrétée, puisqu’une thérapie ne peut améliorer la situation. Les
souffrances feetales et maternelles sont ainsi contrdlées.

Le syndrome du gros veau serait dii a une dérégulation de certains génes soumis a 1I’empreinte
tel que Igf2 (Insulin-like growth factor 2, facteur de croissance hormonal pendant la
gestation).

Cette pathologie décrite chez le bovin, est comparable au syndrome de Beckwith-Weidemann

(SBW) existant chez I’homme (Chen et al., 2013). Les bébés naissent gros avec des défauts de

la paroi abdominale, une hernie ombilicale, une langue de grande taille et des oreilles

déformées. SBW touche environ 1 nouveau-né sur 13700 naissances naturelles. Les veaux
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Figure 26 : Photo des clones de la vache 5538. Ces vaches ont toutes le méme génotype,
mais pas forcément le méme phénotype, les taches noires de leurs robes n’étant pas toujours
retrouvées aux mémes endroits.



clonés développant ce syndrome peuvent étre un bon mod¢ele de la maladie humaine, pour
mieux connaitre les perturbations épigénétiques mise en jeu.

Dans notre projet, (projet ANR EpigRAni), les clones ont été générés a partir de cellules de
fibroblastes adultes d’une vache appelée 5538 dans le but étudier I’impact des perturbations
de la reprogrammation, sur les tissus extra-embryonnaires, aprés le stade blastocyste sur des
individus a génotypes constants. L’utilisation de cellules somatiques adultes entraine plus de
pertes embryonnaires et feetales (figure 22) lies aux perturbations épigénétiques et donc plus
de pathologies susceptibles d’étre étudiées. Pour tous ces clones, le génotype est le méme
mais le phénotype varie d’un animal a un autre (figure 26).

Afin d’étudier ces marques épigénétiques, et plus particulierement la méthylation, des
techniques faisant appel a la biologie moléculaire, ainsi qu’a la biochimie ont ¢été

développées.

6) Méthodes d’étude de la méthylation de ’ADN

I1 existe un grand nombre de techniques d’analyses de la méthylation de I’ADN. Elles
ont toutes leurs avantages et leurs inconvénients. Différentes méthodes de préparation de
I’ADN doivent étre combinées pour donner naissance a des techniques permettant 1’analyse

de la méthylation de I’ADN (Kurdyukov et Bullock, 2016).

6-1) Méthodes de préparation de ’ADN

6-1-1) Utilisation d’endonucléases de restriction

Les endonucléases de restriction sont d’origine bactérienne. Les bactéries s’en servent
comme systeéme de défense contre les ADN exogeénes (phage et virus). Le génome bactérien,
protégé par sa méthylation n’est pas digéré par ses propres endonucléases, méthyl-sensibles.
Par contre elles coupent en morceaux les ADN non méthylés exogénes. C’est ce que 1’on
appelle le systéme de restriction/modification. Ces propriétés sont utilisées pour les analyses
de la méthylation sur les sites CpG. L’utilisation d’enzymes méthyl-sensibles est répandu
dans les techniques d’étude de la méthylation : Hpall, Hhal, Clal, Nrul, Sacll, ... Plusieurs
enzymes sont aussi utilisées pour leur spécificité a couper uniquement I’ADN méthylé : Bisl,

BlsI, Glul, Krol, Mtel, Pcsl, Pkrl et Glal (Tarasova et al., 2008), utilisé dans les méthodes

réalisant une amplification sélective des ADN méthylés. Il existe des endonucléases de
restriction méthylation dépendantes qui génerent des fragments de 32pb autour du site de

méthylation : FspEI, MsplJI et LpnPl. Une enzyme, McrBC, reconnait 2 demi sites G/ACp,
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Figure 27 : Réaction de conversion au bisulfite de sodium. Lors du traitement au bisulfite
de sodium, la cytosine non méthylée (et non hydroxyméthylée) subit une sulphonation, une
désamination puis une désulphonation qui donne lieu au remplacement de NH, par O au
niveau du carbone 6.
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Figure 28 : Classement de différentes techniques d’analyse de la méthylation en fonction
du nombre de CpG analysés par échantillon et le nombre d’échantillons totaux traités. A
I’aide du classement des différentes techniques d’analyse de la méthylation de I’ADN, les
méthodes geénes-candidats sont regroupées, ainsi que les méthodes pangénomiques et les
méthodes globales. Le prix indiqué est valable pour le traitement d’un échantillon.



méme si les 2 extrémités sont entre 40 et 3000pb de distance et permet [’analyse des ilots
CpG présents dans cette zone. Cette méthode d’analyse demande 1 a 2ug d’ADN integre.
L’utilisation de ces enzymes dépend de ce que 1’on veut observer et du matériel a disposition
au laboratoire pour les analyses. L’utilisation de cette méthode ne permet pas de faire la

différence entre méthylation et hydroxyméthylation de I’ADN.

6-1-2) Conversion de I’ADN au bisulfite de sodium

Le principe est de traiter ’ADNg dénaturé au bisulfite de sodium, permettant de
convertir les cytosines non méthylées en uraciles. Les cytosines méthylées sont tres
résistantes a ce traitement chimique du fait de la présence du groupement CH3 (Frommer et
al., 1992). Cette propriété est aussi valable pour les cytosines hydroxyméthylées. La
conversion se fait en 3 étapes : une sulphonation, une désamination et une désulphonation
(figure 27).

Ces réactions en chaine produisent un polymorphisme C/U analysable par PCR et/ou
séquencage. L’utilisation de cette méthode ne permet pas de faire la différence entre

méthylation et hydroxyméthylation de I’ADN.

6-1-3) Enrichissement de régions méthylées par affinité

L’ADN est coupé en morceau par sonication ou par une enzyme de restriction
retrouvée régulicrement dans le génome étudié. Il est ensuite immunoprécipité par un
anticorps dirigé contre la méthylation (MeDIP), ou encore par un anticorps dirigé contre une

protéine a forte affinité avec la méthylation (MBD : methyl-binding domain) (Jin et al., 2010).

La différence entre 1’utilisation de I’anticorps anti-5mC et 1’anticorps anti-MBD est que dans
le premier cas, I’ADN est simple brin et dans le second, I’ADN reste double brin. Les régions
enrichies sont donc un peu différentes selon la méthode utilisée : avec MBD, on enrichit
mieux en 1lot CpG alors qu’avec la SmC, I’enrichissement vise plutot les régions génomiques
avec une densité¢ faible en CpG. Ces anticorps sont souvent couplés a des billes pour une
récupération plus facile des complexes. L’enrichissement ne demande pas un ADN de haute
qualité. Les méthodes d’hybridation sur des puces ou encore directement le séquencage
nouvelle génération (NGS) sont ensuite appliqués. L’utilisation de cette méthode permet de
faire la différence entre méthylation et hydroxyméthylation de I’ADN.

Les techniques décrites ci-dessous sont représentées dans un schéma (figure 28) avec
comme critére le nombre d’échantillons et de CpG analysables ainsi que le colt d’une

manipulation pour un échantillon.
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6-2) Méthode d’analyse globale
Ces techniques permettent d’estimer la méthylation globale sur de I’ADNg, sans avoir
connaissance des positions de méthylation sur le génome étudié ; par exemple pour étudier la

variation de la méthylation d’un groupe expérimental a 1’autre.

6-2-1) HPLC ou Chromatographie liquide haute performance

L’ADN est hydrolysé¢ base a base et déposé sur la colonne de chromatographie liquide
haute performance capable de séparer les C des SmC. Les fractions passées dans la colonne
sont mesurées par Ultra-violet, le ratio SmC/C est calculé pour chaque échantillon testé et
comparé a ceux des échantillons controles. Les avantages de cette technique sont une
détection a la base pres, utilisable pour n’importe quelle espéce animale et une différenciation
de la 5SmC avec la ShmC. L’utilisation d’'un ADN de mauvaise qualité est possible. Les
inconvénients sont d’avoir un équipement trés spécialis€é et une consommation d’ADN

importante (3-10pg).

6-2-2) Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse

La technique de chromatographie en phase liquide couplé a un spectrométre de masse
en tandem est une approche trés sensible qui demande peu d’ADN hydrolysé (50-100ng).
Deux approches de séparation des nucléotides sont appliquées : celle en chromatographie en
phase liquide, puis celle en spectrométrie de masse. Ceci permet de distinguer chacune des
bases et méme de faire la différence entre cytosine méthylée et cytosine non méthylée. C’est
une méthode sensible puisqu’elle détecte une différence entre échantillons de 0,25%, le taux
de cytosines méthylées totales étant d’environ 5%. La qualit¢é de ’ADN n’affecte pas les
résultats puisqu’il est hydrolysé. Il est possible de différencier la SmC de la ShmC. Cependant
I’équipement nécessaire, la mise en place de la technique et 1’exploitation des résultats ne sont

pas trés répandues.

6-2-3) ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

C’est une technique qui permet de détecter la méthylation de I’ADN par
I’intermédiaire de I’anticorps spécifique anti-SmC. La réaction est le plus souvent révélée par
un anticorps secondaire couplé a une enzyme qui catalyse une réaction colorée au contact de
son substrat. A 1’aide d’'une gamme de calibration, la méthylation peut étre dosée dans les
¢chantillons. Cette méthode est surtout disponible sous forme de kit prét a I’emploi.

L’avantage est que I’anticorps est spécifique uniquement de la SmC et ne reconnait pas la
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Figure 29 : LUMA (LUminometric Methylation assay) Deux mélanges réactionnels sont
préparés: un avec les enzymes Mspl et EcoRI et un autre avec les enzymes Hpall et EcoRI.
Mspl et Hpall sont des enzymes isoschyzomeres. Mspl digere tous les sites de restriction
alors que Hpall digeére uniquement lorsque I’ADN au niveau du site de restriction n’est pas
méthylé. Aprés 4 heures de digestion, les bouts cohésifs générés vont servir de matrice pour le
pyroséquencage.



ShmC. C’est aussi une technique facile et rapide a mettre en ceuvre sans matériel ou machine
particuliere avec une consommation d’ADN faible (50ng) et applicable pour toutes les
especes. L’inconvénient est qu’il y a une grande variabilité des valeurs biologiques mais aussi
duplicats techniques. Elle sert donc uniquement a avoir une estimation de la quantité de

méthylation de I’ADN.

6-2-4) LUMA (LUminometric Methylation Assay)

Le LUMA est une technique qui utilise 2 enzymes isoschysomeres (ayant le méme site
de restriction, site C/CGG), une méthyl-sensible (Hpall) et 1’autre digérant les sites méthylés
et non méthylés (Mspl) (figure 29; Karimi et al., 2006). Apres la génération des bouts

cohésifs, ils servent de matrices pour le pyroséquengage. Le rapport des valeurs de
pyroséquencage Hpall et Mspl donne une valeur de non méthylation, et il est possible ainsi
d’avoir la valeur de méthylation dans un échantillon. Cette technique utilise beaucoup d’ADN
(1-2png) de bonne qualité. 11 faut avoir acceés a un pyroséquenceur pour pouvoir effectuer cette

technique. Cependant, le LUMA est une technique tres reproductible, fiable et robuste.

6-3) Méthodes d’analyse pangénomique
Ces techniques permettent d’avoir la position de la méthylation sur le génome entier,
et ainsi de repérer des régions plus ou moins méthylées selon le groupe expérimental étudié

(Laird, 2010; Yong et al., 2016).

6-3-1) RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing)

L’ADN est traité par une endonucléase de restriction Mspl (site C/CGQG), digérant tous
ces sites de restriction, quelque soit I’état de méthylation. Des adaptateurs sont ligués de part
et d’autres de chaque fragment. Les fragments sont ensuite sélectionnés en fonction de leur
taille, afin d’enrichir en séquence riche en CpG, éliminant les séquences pauvres en CpG
(grande taille de fragment) et les séquences répétés (petites tailles de fragments). Les
fragments sélectionnés sont traités au bisulfite de sodium, amplifiés par PCR et séquencés par

NGS (Gu et al., 2011). C’est une technique lourde a mettre en ceuvre (réactifs de construction

de la bibliotheque de séquence et NGS) avec un ADN qui doit étre de bonne qualité et une
analyse bioinformatique difficile. Par contre elle utilise une quantité raisonnable d’ADN (100-

200ng), avec une bonne couverture des CpG d’intérét.
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6-3-2) Identification des régions immunoprécipitées

Aprés MeDIP, les régions immunoprécipitées peuvent étre identifiées par différentes
techniques. L’immuno-précipitdt marqué par un fluorochrome (vert) mélangé a I’ADN
soniqué, non enrichi (input), marqué avec un autre fluorochrome (rouge) peuvent étre
hybridés sur une puce recouverte de sondes ADN (micro-array) couvrant des régions
d’intérét. La couleur des spots permet de connaitre le degré de méthylation sur une région
d’ADN donnée. Pour certaines espéces comme I’homme et la souris, il existe des puces
commerciales. Si I’on travaille sur une autre espece, il faut une grande préparation avec le
dessin des sondes sur des régions intéressantes au niveau de la méthylation de I’ADN.
L’immunoprécipitat peut étre directement séquencé par NGS et aligné sur le génome de
référence. Beaucoup de kits commerciaux sont maintenant disponibles. L’analyse des données
est conséquente et la précipitation n’est pas forcément effectuée lorsqu’il y a qu’un seul CpG

dans une région donnée.

6-3-3) Bisulfite- Séquencage

Tout d’abord, I’ADN dénaturé subit un traitement au bisulfite de sodium qui remplace
les C non méthylées en U. Puis le génome entier traité au bisulfite de sodium est séquencé par
les techniques de séquencage nouvelle génération (NGS). En alignant les séquences lues sur
un génome de référence traité au bisulfite de sodium in silico, il est possible de retrouver a la
base prés les cytosines méthylées et leur emplacement dans le génome avec une quantité
d’ADN raisonnable (50 a 100ng). En revanche 1’alignement avec le génome de référence est
rendu plus difficile car aprés le traitement au bisulfite de sodium, les C sont trés minoritaires
et par conséquent le génome ne posseéde plus que 3 bases au lieu de 4. C’est une technique qui

est difficile a analyser, avec une grande quantité de données.

6-3-4) Bisulfite-Infinium

L’ADN préalablement traité au bisulfite de sodium et amplifi¢ par PCR est déposé sur
une puce. Cette puce, développé par la société Illumina, contient des sondes permettant de
faire la distinction entre CpG méthylée et CpG non méthylée. La puce couvre pres de 450 000
CpG individuels, ce qui représente une trés bonne couverture des CpG totals du génome
humain. Cette méthode utilise entre 500ng et 1pg d’ADN, est difficile a analyser, avec une

grande quantité de données et est utilisable uniquement chez I’homme.
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6-4) Méthode d’analyse geéne candidat
Ces techniques permettent d’étudier la méthylation de ’ADN sur un géne candidat
spécifique. Souvent le geéne choisi est sélectionné par I'utilisation d’une ou plusieurs

techniques évoquées précédemment.

6-4-1) Bisulfite/Pysoséquencage

L’ADN est préalablement traité au bisulfite de sodium. Sur une région d’intérét, une
amorce est dessinée pour démarrer de séquencage. Chaque nucléotide est injecté dans un
ordre précis, I’incorporation en face de la matrice génére de la lumicre quantifiable. II est
donc possible de quantifier des cytosines méthylées avec une sensibilit¢ de 5% de
méthylation, sur une séquence précise. C’est une technologie adaptée aux faibles rendements
avec un séquengage d’environ 100pb, qui ne fait pas la différence entre méthylation et
hydroxyméthylation. Il faut aussi avoir acces a un pyroséquenceur. Par contre la lecture de ces

séquences est facile a faire, avec une analyse quantitative au CpG pres.

6-4-2) Bisulfite puis PCR et clonage/séquencage

L’ADN est préalablement traité¢ au bisulfite de sodium puis amplifié¢ par PCR sur une
région d’intérét. Les amplicons sont clonés dans des plasmides et amplifiés dans des
bactéries. Chaque clone peut étre séquencé. Cette méthode était trés populaire car plus facile
d’acces. Tres utilisé avant 1’utilisation du NGS, elle tend a disparaitre. Elle est utilisée sur des
régions qui ne fonctionnent pas avec le pyroséquenceur (par exemple des séquences répétées).
C’est une méthode précise avec beaucoup de CpG analysés sur une seule lecture mais lourde

en terme de nombre de clones bactériens a analyser pour un résultat valide.

6-4-3) PCR classique ou quantitative

Les 3 méthodes de traitement de I’ADN évoquées en début de chapitre : utilisation
d’endonucléase de restriction (Epimark kit, New England Biolabs), traitement au bisulfite de
sodium (suivi, aprés PCR, d’un NGS ou Sanger) et enrichissement des régions méthylées
peuvent étre suivies d’une PCR classique ou quantitative. Une séquence d’ADN est donc
ciblée par le dessin d’amorces spécifiques et le traitement préalable de I’ADNg permet de
déterminer la méthylation de I’ADN dans I’encadrement des amorces : soit directement dans
la région d’intérét a amplifier, soit au niveau des amorces spécifiques et/ou au niveau d’une

sonde tagman sur I’amplicon (Hernandez et al., 2013). Le MS-HRM ou Methylation-Sensitive

High Resolution Melting est une technique utilisant le traitement de ’ADN au bisulfite
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Figure 30 : Réaction spécifique de glycosylation de la S-hydroxyméthylcytosine de
I’ADN. La B-glycosyltransférase transfert le groupement glucide apporté par 1’uridine
diphosphate glucose (UDPG) sur le groupement hydroxy de la 5-hydroxyméthylcytosine.



sodium. La proportion de bases modifiées va faire varier la courbe de dissociation des
amplicons et sera un reflet de la proportion de la méthylation initiale. Il est nécessaire de
mettre en place une gamme étalon obtenue par un mélange de séquences plus ou moins
méthylées connu. Par cette méthode le niveau moyen de méthylation de la région analysée est
déterminé sans avoir une analyse au CpG pres. La méthode utilisant la PCR/PCRq est facile et

rapide a mettre en ceuvre.

Toutes ces techniques évoquées ont leurs avantages et leurs inconvénients et

conviennent ou pas selon la problématique posée au départ par le projet de recherche.
6-5) Analyse de ’hydroxyméthylation de I’ADN : quelles possibilités ?
Certaines techniques utilisées pour I’étude de la méthylation sont bien spécifique de

cette marque et peuvent étre utilisées pour 1’étude de I’hydroxyméthylation de I’ADN.

6-5-1) Méthodes développées pour ’analyse de la méthylation

La technique de chromatographie liquide haute performance couplée a la
spectrométrie de masse permet de faire la différence entre les SmC et les ShmC.
La méthode ELISA peut étre utilisée en prenant comme anticorps primaire un anticorps anti-
ShmC. Les avantages et les inconvénients sont les mémes que pour 'utilisation de ’anticorps
anti-SmC.
Comme la technique d’ELISA le MeDIP peut étre adapté en utilisant comme anticorps
immunoprécipiteur, un anticorps anti-ShmC.
Les autres techniques ne différenciant pas ces 2 marques, des méthodes ont été développées

pour que cela soit possible.

6-5-2) Glycosylation de ’ADN

L’ADN est glycosylé au niveau des ShmC en présence d’uridine diphosphate glucose
(UDPGQG) et d’une B-glycosyltransférase par transfert d’un glucide au niveau du groupement
hydroxy de la cytosine (figure 30). L’utilisation d’endonucléase de restriction apres ce
traitement est appliquée : Elles ont leurs sites sur un CpG et sont non méthyl-sensibles : par
exemple Mspl (site C/CGG), elles sont glycosyl-sensibles. La PCR classique ou quantitative

peut-étre utilisée comme méthode géne candidat (Kinney et al., 2011). On peut aussi faire du

NGS, ou imaginer un LUMA adapt¢ pour la détection de la ShmC.
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6-5-3) Oxydation de ’ADN

L’ADN dénaturé est traité avec du perruthénate de potassium (KRuOy). Les ShmC
s’oxydent et deviennent des 5fC (5-formylcytosine). Ce traitement peut étre suivie d’un

traitement au bisulfite de sodium, les 5fC étant insensible a ce traitement (Booth et al., 2012).

Il est possible alors de séquencer par NGS (analyse pangénomique) ou par pyroséquencage
(gene candidat). L’ADN subit 2 traitements chimiques lourds qui impacte sur sa qualité pour
le séquencage.

L’¢étude de la méthylation de I’ADN recouvre un large éventail de techniques qui apportent
des renseignements plus ou moins quantitatifs, de maniére globale ou au CpG prés, avec une
sélection des séquences d’intérét a I’aide de différents critéres ou sans aucune sélection. Le
choix de la méthode est décidé par la question posée, le nombre d’échantillons a traiter et les

moyens financiers pour effectuer les analyses.

7) Objectifs du projet

Comme nous I’avons vu, le trophoblaste est issu de la premiere différenciation
cellulaire. Aprés le stade blastocyste, le trophoblaste se tapisse progressivement de
mésoderme primitif et subit une élongation spécifique des ruminants. Apres I’implantation, le
trophoblaste évolue en chorion, en villosités chorioniques ou cotylédons et en amnios. Tous
ces tissus issus du méme lignage évoluent-ils de la méme maniére en terme de méthylation de
I’ADN ?

Nous avons aussi évoqué que le clonage par transfert de noyau somatique pouvait étre un
modele de perturbations (plus ou moins importantes) de la reprogrammation épigénétique. De
plus l’efficacité du clonage semble affectée par des altérations de ['unité placentaire
conduisant au syndrome du gros veau. Il est donc important d’étudier 1’évolution épigénétique
du lignage trophoblastique et ses potentielles perturbations induites par la reprogrammation
initiale du noyau somatique.
Au cours de ce travail, nous tenterons de répondre a 2 questions fondamentales :
- Quel est le devenir épigénétique du lignage trophoblastique au cours de la gestation
chez le bovin ?
- Quel est I’effet de la reprogrammation épigénétique et plus particulierement I’effet de
la reprogrammation de la méthylation de I’ADN sur les tissus extra-embryonnaires des

clones bovins ?
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Pour répondre a ces questions, nous avons choisi d’analyser la méthylation de ’ADN comme
marque ¢€pigénétique majeure. Nous avons disposé d’une collection d’échantillons de
différents tissus extra-embryonnaires (trophoblaste, chorion, cotylédon, amnios et allantoide)
et feetaux (foie, cceur, muscle, cerveau) bovins prélevés a différents stades de la gestation (18,
40, 60 jours de gestation), obtenue apres [A (contrdle) ou apres clonage.

Afin d’évaluer la méthylation globale de ’ADN pour environ 400 échantillons, nous avons
mis en place la technique du LUMA (LUminometric Methylation Assay), bien que celle-ci ne
discrimine pas méthylation et hydroxyméthylation. Nous avons aussi recherché la proportion
entre la méthylation et ’hydroxyméthylation de I’ADN en utilisant la technique ELISA.

Enfin nous avons complété notre étude par I’analyse de I’expression des geénes codant pour les
protéines responsables de la mise en place, du maintien et de I’effacement de la méthylation a

savoir les génes Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b, Tetl, Tet2, et Tet3.
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Figure 31 : Dissection d’une souris C57B6, A) de face B) de dos. Localisation de tous les
organes collectés pour les analyses : cceur, foie, reins, cerveau et muscle fessier.



MATERIELS ET METHODES

1) Animaux et collection de tissus

1-1) Cohortes analysées

1-1-1) Cohorte souris

Elle est composée de souris males ayant seulement servis a la reproduction dans un projet de
I’équipe et devant étre euthanasiées : 8 souris males entre 17,5 et 19 semaines et 5 a 29
semaines. Le foie, le cceur, les muscles, les reins, le cerveau et le cervelet ont été
systématiquement prélevés (figure 31) afin de tester les nouveaux protocoles de dosage de la
méthylation et I’hydroxyméthylation de I’ADN mis au point laboratoire et de comparer les

données avec celles de la bibliographie (Globisch D. et al, 2010).

1-1-2) Cohorte bovine

Elle est issue du projet EpigRAni (Projet ANR = épigénétique des animaux de rente).
Ce projet vise a caractériser les différences phénotypiques reliées a des variations
épigénétiques chez la vache, issues du clonage et donc génétiquement identique.
La saisine n° 12/160/21/12/2012 a ainsi été rédigée et validée par le COMETHEA (comité
d’éthique appliqué a I’expérimentation animale).
Les 235 vaches porteuses de ce protocole sont de race Holstein. Les feetus sont obtenus soit
par insémination artificielle (IA) (le taureau « Royaume » a été utilisé¢ pour toutes les 1A, les
feetus sont donc tous demi-fréres et demi-sceurs, réduisant ainsi la variabilité génétique), soit
par clivage embryonnaire au stade morula (jumeaux monozygotes), soit par clonage apres
transfert d’un noyau de cellule somatique (fibroblaste) de la vache 5538 dans un ovocyte
énucléé. Les embryons et leur placenta sont collectés a différents stades de gestation : G18,
G40 et G60. L’utilisation d’autant de vaches porteuses s’explique par I’efficacité relativement
basse du clonage (15% avec les fibroblastes issus de la vache 5538) et de la gestation
gémellaire aux stades étudiés (20%).
Les femelles gravides ont été élevées en groupe, surveillées (état général de 1’animal,
alimentation et rumination, posture et comportement social avec les autres animaux et les
animaliers) et suivies par échographie durant toute la gestation, surtout pour les meres portant
des clones qui sont susceptibles de développer des pathologies placentaires (vérification de la
taille des placentomes et de la présence d’oedémes). Lorsqu’une souffrance feetale et/ou

maternelle a été détectée (douleur classée modérée), I’animal gravide a été¢ euthanasié, aucun
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Figure 32 : Embryon de ruminant A) a 18 jours de gestation B) a 60 jours de gestation.
A 18 jours de gestation, une ¢élongation du trophoblaste est observée, remplissant la corne
utérine. A 60 jours de gestation, toutes les annexes embryonnaires telles que ’amnios,
I’allantoide, le chorion lisse et les cotylédons sont mis en place et facilement différenciables.



traitement ne pouvant étre administré pour améliorer la santé de la vache porteuse et de son
feetus (point limite).
Pour les prélévements aux stades de gestation désirés (figure 32):

- A GI8, les conceptus sont collectés par flushing utérin sans euthanasie de la meére
(figure A) et avec réutilisation de celle-ci pour d’autres gestations (réduction du
nombre d’animaux utilisés) car I’implantation de I’embryon (G20) n’est pas encore
accomplie.

A G21, les femelles subissent un dosage a la progestérone pour vérifier qu’il y a bien
une gestation en cours, sinon elles sont réutilisées pour une autre gestation.

- A G40 et GO0, les tissus foetaux, placentaires (figure B) et maternels sont collectés
aprés euthanasie des femelles gravides vérifiées par échographie dans un
¢tablissement agréé suivant les régles du bien étre animal (étourdissement au moyen

d’un matador suivi rapidement d’une exsanguination a 1’abattoir de Nouzilly, INRA).

Les regles des 3 R (Réduction du nombre d’animaux dans les protocoles expérimentaux,
Raffinement, atteinte du point limite et contrdle de la souffrance animale et Remplacement
des modeles expérimentaux par des méthodes alternatives) ont été respectées au maximum
dans ce protocole de recherche. Il n’est pas possible dans le cas de notre étude de passer par
une méthode alternative de culture cellulaire. Cela n’est réalisable que si I’on étudie les
premiers stades de développement, possible en milieu de culture adapté, jusqu’au stade
blastocyste.

Les tissus collectés sont soit fixés dans du paraformaldéhyde (PFA) 4% pour des analyses
histologiques soit immédiatement congelés en azote liquide aprés dissection pour des analyses

des acides nucléiques.

2) Extraction de ’ADN génomique et quantification

2-1) Extraction de ’ADN génomique

La méthode classique de I’extraction de I’ADN génomique est basée sur une lyse
cellulaire en milieu chaotropique, une dénaturation, dégradation et élimination des protéines
et lipides et une élimination des ARN totaux.
Les tissus congelés en azote et conservés a -80°C sont pesés et broyés dans 1’azote liquide
mécaniquement avec un pilon et un mortier. La poudre fine ainsi formée est solubilisée dans
un tampon SLB (Tris HCl 10mM, pH 7.4, SDS 0,2%, NaCl 50mM et EDTA 10mM), a raison
de 1mL de tampon pour 100mg de tissus en présence de protéinase K 20ug/uL. Le détergent
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(Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)) du tampon SLB permet la dissolution et la solubilisation des
lipides des membranes cellulaires et la protéinase K coupe les liaisons peptidiques des
protéines. Les tubes sont placés sous agitation toute la nuit a 55°C. Toutes ces étapes
permettent une désorganisation du tissu, de la cellule et de son noyau, libérant ainsi I’ADN.
La RNase A (10pg/uL) est ajoutée pour couper les ARN et faciliter leur élimination pendant
une incubation d’une heure dans un bain marie a 37°C. Un second traitement a la protéinase
K (20pg/uL) est effectu¢ 1h 30 min a 42°C. La Rnase A est ainsi inactivée et les protéines
liées a I’ADN (histones) sont dénaturées.

L’ADNg est ensuite purifi¢ par la méthode au phénol, phénol/chloroforme. Rapidement, 2
phases se forment : la phase supérieure aqueuse, qui contient I’ADNg et la phase inférieure
organique qui contient des lipides et des protéines. Une phase intermédiaire est parfois
observée et forme un « gateau protéique ». En fin d’incubation en présence de protéinase K, le
phénol est ajouté au tube (vol:vol). Apres une agitation douce pendant 1 min et une incubation
15 min dans la glace, les tubes sont centrifugés 5 min a 7500g a 4°C. La phase aqueuse
collectée est additionnée d’un volume de phénol/chloroforme (1:1). Le chloroforme permet
une meilleure séparation de phase, évitant toute contamination par le phénol de la phase
aqueuse. Cette étape est cruciale pour éviter toute inhibition des réactions ultérieures. Apres
une agitation douce pendant 1 minute, les tubes sont centrifugés 5 min a 10000g a 4°C. La
phase aqueuse est de nouveau récupérée.

L’ajout de NaCl 0,8M et d’1 vol d’éthanol 100% permet de précipiter I’ADNg. L’association
des sels, stabilisant la structure en double hélice de I’ADN et de 1’éthanol, provoque la
précipitation de celui-ci sous forme de filaments appelés « méduse ». La « méduse » peut étre
prélevée a la pipette pasteur, lavée a 1’éthanol 70%, séchée puis resuspendue en TE (Tris
10mM, EDTA 1mM, pHS). Si la « méduse » est absente de 1’échantillon, cela indique une
faible concentration en ADNg ou une dégradation : dans ce cas, une nouvelle précipitation est
nécessaire en présence de NaCl et d’éthanol (-20°C, toute la nuit). Le culot obtenu apres
centrifugation est lavé en éthanol 70% séché et resuspendu en TE.

L’intégrité des ADNg est vérifiée par migration électrophorétique de 500ng sur gel d’agarose
0,7% TBE (Tris-Borate EDTA, pH 8.,4).

Des controles quantit¢ et qualité complémentaires sont effectués par lecture aux

spectrometres : Nanodrop et Qubit.
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2-2) Quantification de ’ADN

2-2-1) Quantification par I’absorbance

Le Nanodrop2000®, Thermo Scientific est un spectrométre permettant de quantifier
différentes molécules selon leur spectre d’absorbance (de 1’ultra-violet jusqu’au visible) avec
seulement 1pL d’échantillon. Il permet notamment de doser I’ADN, I’ARN et les protéines.
Les acides nucléiques ont un spectre d’absorbance avec un maximum a 260nm. Cette
longueur d’onde est utilisée pour calculer la concentration en acides nucléiques (ADN ou
ARN) des échantillons.

La pureté des échantillons est mesurée par une lecture simultanée de 1’absorbance a 280nm
(correspondant a une absorbance maximale des protéines) et 230nm (& celle des composés
phénoliques et glucidiques, guanidine, glycogene, sels, ...). L’évaluation de la pureté se fait
en calculant différents ratios : A6onm/A280nm €t A260nm/A230nm. L€ premier permet de mesurer la
contamination protéique et le second la contamination par le phénol, la guanidine, le
glycogene, les sels, ... Pour un échantillon pur, le ratio Azsonm/A280nm doit étre compris entre
1,8 et 2, et le ratio Azsonm/a230nm d’environ 2,2. Pour des valeurs de ratio inférieures a 1,8, nous
considérons que I’échantillon est contaminé et une nouvelle extraction est préconisée.

Le Nanodrop ne fait pas la distinction entre des nucléotides libres et les nucléotides liés. Afin
de ne pas tenir compte dans nos mesures de ’ADN dégradé (sous forme de nucléotides

libres), nous effectuons aussi des mesures par la technologie du Qubit®.

2-2-2) Quantification par la fluorescence

L’utilisation du Qubit® 2.0, Life Technologies et du kit « Qubit® ds BR Assay »

permet de mesurer précisément la quantit¢ d’ADN de notre échantillon en utilisant un
intercalant fluorescent spécifique du double brin d’ADN (ne dose donc que les molécules
d’ADN intégres). La fluorescence est mesurée au fluorimétre Qubit”, et la quantité d’ADN
déterminée de par 1’utilisation de 2 standards fournis par le kit.

Les échantillons sont dilués en eau dans 10puL de volume total en respectant les bornes de
quantité imposées par le kit (entre 2 et 1000ng) soit environ 100ng dans des tubes adaptés
pour la lecture au Qubit® 2.0. Les 2 standards sont aussi préparés (10uL) dans ces tubes
spéciaux. En paralléle, une solution de travail est réalisée extemporanément : le « Qubit™
Reagent » contenant le marqueur fluorescent est dilué au 200°™ dans un « Qubit™™ Buffer ».
La solution de travail (190uL) est distribuée dans les tubes contenant I’ADN (échantillons ou

standards) dans un volume final de 200puL. Les tubes sont vortexés 3 secondes et incubés 2
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Tableau 1 : Amorces utilisées pour le sexage des embryons bovins a 18 jours de gestation
par amplification PCR (F= Forward : amorce Sens; R=Reverse: amorce Antisens)

Géne numéro d'accession chromosome |séquence (5'—3") Amplicon (pb) |intron/exon |référence

Sry ENSBTAG00000047779 ChrY F: TGCCAGGACGTATTGAGGGG 329 intl-ex1

R : CTGGCTGCTCTCCCTAACAT

Décorine | ENSBTAG00000003505|  Chrs P TGCAAGTTCATCTCTACTGAACC 538 int2-ex2-int3

R : AGGTGGCACTGTCTCTCACA




min a température ambiante. La calibration est obtenue par lecture des 2 standards. A chaque
lecture d’échantillon, la concentration en ADN double brin est directement calculée.
Pour toutes nos manipulations ultérieures de I’ADN, c’est la concentration mesurée au Qubit

qui est utilisée.

3) Sexage des feetus par amplification Polymerase Chain Reaction (PCR) du

gene SRY
Le sexe des feetus a G18 ne peut pas étre déterminé a partir du phénotype, les gonades

n’étant pas encore différenciées (G35). Le sexage est alors réalisé par la recherche d’un géne
situé sur le chromosome Y, le géne SRY, spécifique des males par amplification par PCR a
partir d’ADNg. Le géne codant pour la Décorine, situé¢ sur un chromosome autosomal est
utilisé comme contrdle de la matrice d’ADNg.
Le mélange réactionnel contient de 1I’ADNg (200ng), de la Taq Platinum® (Life
Technologies) 2U, du MgCl, ImM, des dNTP 0,3mM, des amorces sens et antisens SRY
0,4uM et des amorces sens et antisens Décorine 0,4uM (Tableau 1) dans un volume final de
50uL. Le programme utilisé est le suivant :

- une dénaturation de I’ADN, 5 min a 95°C

- 40 cycles en 3 étapes 1) de dénaturation 30s a 94°C ii) d’hybridation des amorces 30s a
56°C et iii) d’¢longation, 30s a 72°C

- une ¢élongation terminale, 10 min a 72°C.

Les amplicons ainsi générés sont analysés par migration électrophorétique sur un gel

d’agarose 1% en TBE (Tris borate EDTA). Les ADNg males et femelles sont différenciés

par le nombre et la taille de bandes générées. Dans ces produits PCR issus des ADNg de

males, 2 bandes sont attendues, une a 538pb correspondant au géne SRY et une a 329pb

correspondant au geéne Décorine, et sans ceux issus de I’ADNg des femelles une seule

bande a 329pb correspondant au géne Décorine doit étre présente.

4) Analyse de la méthylation de ’ADN par LUMA

Le LUMA (LUminometric Methylation Assay) est une technique quantitative
d’analyse de la méthylation globale de ’ADNg d’un échantillon, en s’intéressant plus
particulierement aux sites CCGG. Elle s’effectue en deux étapes :

La premiere est basée sur la digestion enzymatique de I’ADNg par deux enzymes

isoschizomeéres : Mspl coupe sur le site CCGG en générant un bout cohésif quelque soit 1’état
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Figure 33 : Représentation du systéme enzymatique du pyroséquencage. A chaque
incorporation d’un nucléotide, un pyrophosphate est libéré et transformé en ATP par la
sulfurylase. La luciférase utilise cet ATP pour le transformer en lumicre quantifiable par le
pyroséquenceur. A chaque fin de cycle d’injection, I’apyrase dégrade les nucléotides non

incorporés.



de méthylation de I’ADNg alors que Hpall coupe sur le méme site mais est inhibée par la
méthylation de ’ADN (incluant la 5SmC et la ShmC ; Figure 28). Le LUMA quantifie la
méthylation sur les sites CCGG (souvent contenus dans des régions riches en CG, régions
répétées ou ilots CpG). Une digestion par EcoRI sert de témoin interne pour chaque

¢chantillon digéré (Attig et al., 2013; Karimi et al., 2006).

La seconde étape est une quantification des sites générés en utilisant un pyroséquenceur. Ceci
consiste en une né¢osynthése par incorporation séquentielle et mesurée de dNTPs, en utilisant
les bouts cohésifs générés par clivage enzymatique comme matrice. Cette technique peut étre

mise en ceuvre en routine avec un pyroséquenceur de paillasse.

4-1) Digestion enzymatique

Cing cent nanogrammes d’ADN sont digérés avec, dans un tube, Hpall+EcoRI (7,5U
chacun, New England Biolabs) et dans un autre tube Mspl+EcoRI (7,5U chacun, New
England Biolabs) dans un volume final de 30 pL, dans un tampon CutSmart” (New England
Biolabs). Les tubes sont incubés 4h a 37°C et conservés a -20°C. Chaque digestion est
effectuée en duplicat : 4 tubes par échantillon.
Des tests ont été effectués, afin d’optimiser et de valider ce protocole de digestion, en faisant
varier la quantité d’ADNg digéré (50, 100, 250 et 500ng) en adaptant la quantité d’enzymes
de restriction a la quantité d’ADN a digérer et le temps d’incubation a 37°C (5, 10, 15, 30, 60,
120, 240, 480, et 960 min). La mise au point technique et les données de ces tests sont

présentées dans le chapitre « Résultats ».

4-2) Pyroséquencage

Le principe est d’injecter un a un les nucléotides dans un ordre prédéfini
(correspondant a la séquence attendue). L’incorporation d’un nucléotide triphosphate (ANTP)
libére un pyrophosphate (PPi). Ce pyrophosphate permet de former de ’ATP en présence
d’ATP sulfurylase. Cet ATP fournit de I’énergie a la luciférase qui libére de la lumicre
mesurée par la caméra du pyroséquenceur (Pyromark Q24%, Qiagen) (figure 33) (Ahmadian
et al., 2006). L’intensité lumineuse est convertie en valeur numérique et est directement
proportionnelle a la quantité de ANTP incorporée. L’exces de INTP injecté non incorporé est
dégradé par I’apyrase. Ce cycle est répété pour chaque nucléotide injecté.
Les extrémités a bout cohésif sont utilisées comme matrice pour une néosynthése par
pyroséquencage. Un ADNg Contréle digéré est utilisé a chaque essai, permettant un suivi

inter-essais.
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La plaque de pyroséquencage est préparée avec 20uL de tampon « annealing » (Qiagen) et
20puL de produit digéré. Elle est ensuite insérée dans le pyroséquenceur. Le programme
contient la séquence « ACTCGAT ». La séquence de nucléotides a injecter est en fait: A, C
(qui contient un mélange équimolaire de C et de G), T, de nouveau [C+G], G (qui ne contient
que de I’eau), A et T. Cette injection séquentielle permet I’incorporation de A et de T pour les
sites générés par le clivage EcoRlI, et celle de [C+G] pour les sites générés par le clivage Mspl
ou Hpall. [C+G] sont injectés en méme temps pour combler I’équivalent de deux positions
comme dans le cas du site EcoRI avec I’incorporation de AA et TT. Les nucléotides sont
injectés de maniere séquentielle par 2 fois afin d’assurer une néosynthése compléte sur tous
les sites. Les nucléotides issus de la seconde injection sont appelés respectivement A’, T’ et

[C+G].

4-3) Mesures, calculs et analyses

Site EcoRI : les valeurs d’incorporation de A, A’, T et T’ servent de témoin interne
pour chaque échantillon (valeurs dépendantes du nombre de sites EcoRI dans le génome
considéré). Le rapport (A+A°)/(T+T°) mesure I’efficacité de la néosynthese. Ce rapport doit
étre un peu supérieur a 1 et correspond a une incorporation équivalente de A et de T, A étant
légérement autofluorescent. La moyenne (A+A’+T+T°)/4 signe la quantité de sites EcoRI
dans I’ADNg considéré. Cette mesure est appelé ECORI et est normalisatrice pour chaque
¢chantillon.
Sites Mspl et Hpall : la moyenne (CG+(CG)’)/2 signe la quantité totale de sites CCGG
coupés par Mspl ou par Hpall en fonction de 1’état de méthylation d’un échantillon donné.
Ces mesures sont appelées MSPI ou HPAIL.
Les rapports Mspl/EcoRI et Hpall/EcoRI normalisent les valeurs de clivage en fonction de
la quantit¢é d’ADNg présente dans chaque tube et sont appelés respectivement Mspln et
Hpalln.
Le rapport Hpalln/MsplIn correspond a la proportion d’ADN non méthylé (Vapngnm).
Le pourcentage de méthylation globale pour un échantillon correspond alors a la valeur :

-V spNennt X 100

5) Méthode de mesure différencielle de la méthylation et de I’hydroxy-
méthylation de ’ADN

D’apres la littérature, I’hydroxyméthylation est surtout présente dans le cerveau
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Figure 34 : Mesure de I’hydroxyméthylation de PADN par glycosylation, digestion
enzymatique et PCR. L’ADNg est glycosylé et seul les C hydroxyméthylées deviennent des
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de I’ADN.

ADNg
! ;
-CCGG—- -CCGG-  —CCGG-
—-GGCC— =GGCC-  —-GGCC—
"I\ ]
Glycosylation
BGT-Td+ contréle
i ! ;

-CCGG—- —C&GG— - CCGG~ —-CCGG—- -CCGG-  —CCGG—
-GGCC- —-GGCC— —-GGCC-

—GG(IZC— —GG(II— —GG?C—

A

M\ digestion m

+Mspl +Hpall CTL sans digestion +Mspl +Hpall CTL sans digestion
g g 8 h h h
1 1 1 1 1 1 'l 'l 1 1 1 1
—cCGG- -C¥CGG- | |-cCGG- —CCGG- —-CCGG- —CCGG— -C¥CGG- -Cc¥CGG- —CCGG— -CCGG— —CCGG- —CCGG-
-GG?C— —GG?AC— ~GGCC— —GG?C- -GG?C- -GG(II- _GG(I:AC_ —GG(IZAC— —~GGCC— —-GGCC— -GGCC~ -GGCC—
£ g h h ; h '
—¥Cc66— —¥eGG— — CCGG— —c¥cG6— — V66— —CCGG—
—GGCpC— —GGCpC— — GGCC— —GGCpC— —GGCpC— —GGCC—
©Beorl G /YNy (o —aaaTTC— G\ /Y s (N —GYAATTC— —GYAATTC— —GYAATTC—
co —CTTAAG— —CTTAAG— —CTTAAG— —CTTAAG— —CTTAAG— —CTTAAG—
l l lpyroséqueng:age l l l
i ica i Q .' i Témoin ne’gat.if Témoin négatif
) des'sltes d,es s",es non avec glycosylation de tous les sites des sites non sans glycosylation
méthylés et non méthylés et non méthylés et non
hydroxyméthylés hydroxyméthylés hvdro;(vméthylés

Figure 35 : Mesure de I’hydroxyméthylation de ’ADN par glycosylation, digestion
enzymatique et pyroséquencage. L’¢tape de glycosylation ainsi que les différents controles
sont les mémes que pour la figure 34. L’étape de digestion est la méme avec 1’ajout dans
chacun des tubes de la digestion EcoRI, servant de normalisateur pour I’étape suivante de
pyroséquencage.



(Globisch et al., 2010; Kriaucionis et Heintz, 2009) et dans les cellules souches

embryonnaires (Tahiliani et al., 2009). Mais dans quelle proportion est-elle présente dans le

placenta bovin ? Pour répondre a cette question, nous avons tenté de trouver une méthode en

routine pour détecter cette marque épigénétique.

5-1) Principe de 1a mesure de I’hydroxyméthylation par glycosylation de ’ADN
Cette technique permet de différencier la méthylation et I’hydroxyméthylation de I’ADN

(Kinney et al., 2011) selon une propriété chimique particuliére. En effet, seul les groupes

hydroxyméthylés peuvent étre glycosylés en présence de la B-glycosyltransférase du phage T4
(figure 34). Apres glycosylation, les ADNg sont digérés par les mémes enzymes utilisées
pour le LUMA : Mspl et Hpall. Mspl coupe sur le site CCGG en générant un bout cohésif,
que la cytosine soit méthylée ou non. Par contre, Mspl ne coupe pas si les sites sont
glycosylés. Hpall coupe sur le méme site mais est inhibée par la méthylation et la
glycosylation de I’ADN.

Notre hypothése de travail était d’utiliser le kit Epimark™

S5hmC and 5mC analysis (New
England Biolabs) afin de générer différentes matrices en fonction des traitements

enzymatiques et de les quantifier par pyroséquencage (LUMA adapté).

5-2) Adaptation de la mesure de I’hydroxyméthylation par glycosylation de
PADN
Le changement intervient tout d’abord par I’ajout d’une digestion par EcoRI (témoin
interne) dans chacun des tubes, glycosylés ou non, avec Mspl ou Hpall. Les échantillons sont
ensuite analysés par pyroséquengage : les bouts cohésifs générés par les différentes digestions
servent de matrice au pyroséquenceur (figure 35).
Dix microgrammes d’ADN sont glycosylés avec un tampon « NEBuffer 4 » 1X et de
I’Uridine DiPhosphate Glucose 80uM dans un volume final de 310puL. Le mélange est divisé
dans 2 tubes de 155uL chacun et 30U de B-glycosyltransférase du phage T4 (BGT-T4) est
ajouté dans 1’'un (BGT-T4+) et remplacé par de 1’eau dans 1’autre (controle). Les 2 tubes sont
incubés a 37°C pendant 15 a 18h. Le lendemain, Chacun des tubes est divisé¢ en 3 tubes PCR
(47,5uL de chacun des mix) pour les différentes digestions : Mspl+EcoRI et Hpall+EcoRI
(100U pour chacune des enzymes, New England Biolabs), dans un volume final de 50uL. Les
tubes sont incubés 4h a 37°C et conservés a -20°C. Les échantillons sont passés au

pyroséquencage comme pour le protocole du LUMA.
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Un probléme a tout de suite été rencontré : aucune incorporation de nucléotide n’a été
enregistrée par le pyroséquenceur, que cela soit pour les matrices générées par EcoRI ou
celles générées par Mspll/Hpall. Ne sachant pas quelle étape posait probléme : la digestion ou
le pyroséquencage, nous avons fait différents controles. Une migration de différents
¢chantillons d’ADNg test glycosylés et digérés (cerveau, muscle et foie bovin) a été effectuée.
De cette fagon, nous avons observé que la digestion de chacun des échantillons était réalisée.
Il n’y a donc pas d’inhibition massive de la digestion par I’étape de glycosylation. Cependant
celle ci peut inhiber la réaction de pyroséquencage. Différents tests de purification des ADN
glycosylés avant I’étape de digestion ont donc été effectués :

- précipitation NaCl/éthanol,

- purification par extraction phénol/chloroforme dans un systéme « phase lock gel

light »,
- utilisation de 2 kits de purification commerciaux : « DNeasy Blood and tissue »,

Qiagen et « Wizard DNA clean up », Proméga.

Apres purification, les digestions ont été observées par migration électrophorétique sur gel.
L’utilisation du kit Qiagen ne permet pas 1’obtention d’ADN digéré. Une trés forte perte
d’ADN est mise en évidence pour les protocoles de précipitation NaCl/éthanol et de
purification au phénol/chloroforme. La purification avec le kit proméga parait convenable.

Un essai au pyroséquengage est donc effectué. La digestion enzymatique fonctionne pour les
3 enzymes mais les résultats de pourcentage de méthylation globale sans glycosylation ne
correspondent pas aux résultats trouvés en LUMA. Ceci suggere un impact important de
I’étape de purification sur les résultats de méthylation et d’hydroxyméthylation de I’ADN, ce

qui rend cette technique peu fiable et probablement non reproductible.

5-3) Quantification de la méthylation et de I’hydroxyméthylation de ’ADN par la
méthode ELISA

La quantification de la méthylation et I’hydroxyméthylation s’effectue grace a 2 kits
(Epigentek) distincts basés sur le méme principe de reconnaissance de la SmC ou de la ShmC
par un anticorps spécifique. En présence d’ADN, I’anticorps se fixe sur la marque (SmC ou
S5hmC). Un anticorps secondaire couplé a une enzyme peroxydase permet une lecture

colorimétrique et donc une quantification de chacune des 2 marques.
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Figure 36 : Partie linéaire de la gamme A) SmC et B) ShmC du kit ELISA. Tous les
¢chantillons ont une absorbance dans la partie linéaire de cette gamme. On peut ainsi grace a
la valeur de la pente et I’absorbance a 450nm de chacun des échantillons déterminer leur
pourcentage de méthylation ou d’hydroxyméthylation



5-3-1) Méthode

Tout d’abord, les ADNg sont préparés a 10ng/uLL en eau ou en TE. Quatre vingt
microlitres de solution de fixation sont distribués dans les plaques issues des kits
Methylflash™ Methylated/Hydroxymethylated Quantification. L’ ADNg est ensuite déposé en
duplicat : 25 ou 50ng pour la détection de la méthylation et 80ng pour celle de
I’hydroxyméthylation. Pour chaque test une gamme est ajoutée (0,1 - 0,2 -0,5—-1—-2 -5 et
10ng dilué en eau ou en TE), ainsi que 3 témoins négatifs : un avec de I’eau ou du TE, un
avec des polynucléotides non méthylés et non hydroxyméthylés et un avec des
polynucléotides a 10ng hydroxyméthylé pour le kit méthylation ou méthylé pour le kit
hydroxyméthylation. La plaque est incubée 1h 30 min a 37°C afin que I’ADNg soit dénaturé
et fixé au fond des puits. La solution de fixation est ¢limimée de la plaque et les puits sont
lavés 3 fois avec 150uL de tampon de lavage 1X fourni par le kit. Cinquante microlitres
d’anticorps de capture (anti-5mC ou anti-ShmC selon le kit utilis¢, 1ng/uL dilué en tampon de
lavage 1X) sont distribués et incubés l1h a température ambiante. L’anticorps de capture est
¢liminé de la plaque et les puits sont lavés 3 fois avec 150uL de tampon de lavage 1X.
Cinquante microlitres d’anticorps de détection (200ng/mL pour le kit méthylation, 400ng/mL
pour le kit hydroxyméthylation, dilués en tampon de lavage 1X) sont distribués et incubés 30
min a température ambiante et a 1’obscurité. L’anticorps de détection est ¢liminé de la plaque
et les puits sont lavés 4 fois avec 150uL de tampon de lavage 1X. Cinquante microlitres
solution « Enhancer » 1/5000 dilués en tampon de lavage 1X sont distribués et incubés 30 min
a température ambiante et a I’obscurité. L’ « Enhancer » est ¢liminé de la plaque et les puits
sont lavés 5 fois avec 150uL de tampon de lavage 1X. Cent microlitres de solution
« Développeur » sont distribués et incubés entre 6 et 10 min pour le kit méthylation et 10 min
pour le kit hydroxyméthylation, a température ambiante et a I’obscurité : les puits deviennent
bleu. Cent microlitres de « Stop solution » sont distribués et incubés 2 min a température
ambiante et a I’obscurité : les puits deviennent jaunes. L’absorbance est détectée a 450nm

avec un spectrometre EnSpire® de PerkinElmer.

5-3-2) Mesures, calculs et analyses

Toutes les mesures sont récupérées et la moyenne des absorbances est calculée. La
gamme est tracée : absorbance a 450 nm en fonction de la quantit¢ d’ADN déposé dans la
plaque (figure 36).

Seule la partie linéaire de la courbe est exploitée sachant que les échantillons se situent bien a

cet endroit de la courbe uniquement. La pente de cette droite est déterminée pour chacune des
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plaques effectuées et est utilisée pour le calcul du pourcentage de méthylation et
d’hydroxyméthylation. La quantité absolue de SmC pour chacun des échantillons peut ainsi

étre calculée :

Q18 5mc (ou shme) (1) = A - A* e

pente x 2* (ou 5%)

A%Y, . = Absorbance détectée a 450nm de 1’échantillon

A% = Absorbance détectée 2 450nm du controle négatif

* = facteur de normalisation rendant compte du polynucléotide utilisé¢ pour la gamme : le
polynucléotide méthylé contient 50% de cytosines méthylées (x2) pour le dosage de la
méthylation et le polynucléotide hydroxyméthylé contient 20% de cytosines
hydroxyméthylées (x5) pour le dosage de I’hydroxyméthylation.

Le pourcentage de méthylation ou d’hydroxyméthylation est calculé :

%5mC (ou %5hmC) = Qtésmc (ou shmc) X 100
Qtéapn

Qtéapn = Quantité d’ADN (ng) déposée sur la plaque, 25 ou 50ng pour le dosage de la
méthylation et 80ng pour le dosage de I’hydroxyméthylation.

Pour compléter I’étude des marques €pigénétiques dans nos tissus d’intéréts, nous avons mené
une analyse de I’expression des geénes codant les protéines responsables de I’apposition et du
maintien de la méthylation (DNMT) et celles responsables de I’oxydation de la méthylation

en hydroxyméthylation (TET).

6) Quantification de D’expression des génes codant les protéines

responsables de la méthylation et I’hydroxyméthylation de ’ADN

6-1) Extraction des ARN totaux

L’ARN total est extrait selon la méthode de Chomczynski et Sacchi (Chomczynski et

Sacchi, 1987) basée sur une lyse cellulaire, une dénaturation, une dégradation et une
¢limination des protéines, des lipides et de ’ADN en phénol acide.

Un millilitre de TRIzol® (Life Technologies) contenant du thiocyanate de
guanidinium (dénaturant protéique) et du phénol, a pH 5 est déposé sur les tissus congelés en
azote et conservés a -80°C. Avec un systeme de billes et d’agitateur, les tissus sont broyés
mécaniquement, 2min a 20Hz, 2 fois, ou plus si nécessaire. Une centrifugation de 2 min a

1000g est effectuée afin d’¢éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est récupéré et incubé
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5 min a température ambiante permettant une complete dissociation des complexes
nucléoprotéiques. Deux cent microlitres de chloroforme sont déposés dans le surnageant et
chaque tube est vortexé 15s. Apres une incubation de 2 min a température ambiante, les tubes
sont centrifugés 15 min a 12000g, a 4°C. La phase aqueuse supérieure est récupérée et
mélangée a 500uL d’isopropanol 100%. Aprés une agitation douce des tubes et une
incubation de 10 min a température ambiante, ils sont centrifugés 10 min a 12000g a 4°C. Le
surnageant est éliminé (contenant I’ADN) pour ne garder que le culot d’ARN. Celui ci est
lavé dans 1mL d’éthanol 75% froid, puis les tubes sont centrifugés 5 min a 7500g a 4°C. Le
surnageant est a nouveau ¢liminé et le culot est séché et resuspendu en eau nucléase free.
L’ajout d’une étape de congélation, décongélation a -80°C permet une meilleure resuspension
de ’ARN. Des contréles quantité et qualité sont effectués par lecture au Nanodrop et
I’intégrité des ARN est vérifiée par migration de 250-300ng sur un gel d’agarose 0,7% TBE
(Tris Borate EDTA).

Afin d’éliminer d’éventuelles contaminations d’ADN et de phénol pouvant interférer dans les
manipulations ultérieures, les ARN sont traités a la DNase et purifiés sur une colonne de

silice.

6-2) Traitement a la Dnase et purification des ARN totaux

Les ARN totaux sont purifiés par chromatographie d’adsorption sur colonne de silice par le
kit ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System, Proméga. En effet, les acides nucléiques ont
de I’affinité¢ pour la silice dans un environnement liquide a force ionique élevée (agent
chaotropique). Les acides nucléiques piégés par la silice, sont traités a la DNase qui dégrade
I’ADN, ¢éliminé par un lavage. Les ARN totaux purs sont élués en eau.

L’ARN (10png) est mélangé au tampon « LBA+TG » (thiocyanate de guanidinium 4M, 1-
thioglycérol 2% et Tris 0,0lM pH 7,5), dans 250uL de volume total. Aprés une
homogénéisation douce, 85uL d’isopropanol sont ajoutés, suivi d’une nouvelle
homogénéisation. Les 335uL du mélange sont déposés sur une colonne de silice et centrifugés
Imin a 14000g. La phase liquide est ainsi ¢liminée de la colonne. Cinq cent microlitres de
tampon «RNA Wash Solution» (acétate de potassium 60mM, éthanol 60% et Tris-HCI 10mM
pH 7,5) sont déposés sur la colonne puis centrifugés 30s a 14000g. Le liquide passé dans la
colonne est ¢éliminé. Trente microlitres de solution de DNAse (24uL de tampon « Yellow
Core » (NaCl 1,125M, yellow dye 0,0025% et Tris 22,5mM pH 7,5), 3uL de MnCl, 90mM et
3uL de DNase I) sont déposés sur la colonne, dégradant ainsi d’éventuels ADN contaminants.

Le tout est incubé 15 min entre 25 et 30°C. Deux cent microlitres de tampon « Column Wash
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Figure 37 : Distribution des réactifs dans la puce ARN Nano, Agilent. Le puit du gel + dye
suivie de la pression par la seringue en rouge gras, les puits du gel + dye en rouge, le puit du
marqueur de poids moléculaire en jaune et les puits des 12 échantillons d’ARN en vert.



Solution » (contient de 1’éthanol 56%) sont déposés sur la colonne puis centrifugés 30s a
14000g. Le tube collecteur et le liquide passé dans la colonne sont ¢éliminés. Cing cent
microlitres de tampon « Column Wash Solution » sont déposés sur la colonne puis centrifugés
30s a 14000g. Le tube collecteur et le liquide passé¢ dans la colonne sont éliminés. Afin
d’éliminer toutes traces d’éthanol, les colonnes ouvertes sont centrifugées 2 min a 14000g.
Les colonnes sont transférées dans des tubes 1,5mL et S0uL d’eau y sont ajoutés pour éluer
I’ARN, apres incubation 5 min a température ambiante et centrifugation 1 min a 8000g. Des
ARN totaux purs sont ainsi obtenus.

L’intégrité et la quantité des ARN sont vérifiées, tout d’abord avec le Nanodrop, puis sur gel
d’agarose 1,5% en TBE, et enfin en utilisant la technologie des puces du Bioanalyseur 2100,

Agilent technologies.

6-3) Controle qualité des ARN totaux purifiés sur le Bioanalyseur 2100

Les ARN dénaturés sont migrés sur un gel miniaturisé (puce « nano », agilent) en
présence d’un intercalant d’acides nucléiques fluorescents (dye). Les ARN migrent en
fonction de leur taille et leur fluorescence est détectée par le laser du Bioanalyseur 2100 qui
excite les molécules fluorescentes par un rayonnement UV. Un profil de migration
¢électrophorétique est reconstitué en fonction de leur temps de rétention sur le gel. Par
comparaison avec la migration de marqueurs de poids moléculaire standardisés inclus dans le
kit, il est possible de vérifier I’intégrité des ARN. Leur quantité est mesurée en fonction de
I’intensité de fluorescence détectée.
La centrifugation du gel (550uL) est effectuée pendant 10 min a 1500g. Un microlitre de dye
est ajouté a 65uL de gel filtré. Le mélange est vortexé et centrifugé 10 min a 13000g. Les
ARN sont incubés 2 min a 70°C, puis conservés dans la glace afin de les garder dénaturés. La
puce « ARN Nano » est préparée (figure 37) dans la station d’amorcage.
Du gel + dye (9uL) est déposé dans le puits rouge gras, la station d’amorcgage est fermée et
une pression est appliquée a I’aide d’une seringue. La station d’amorgage est ouverte et 9uL
de gel + dye sont déposés dans les 2 autres puits rouges. Un marqueur interne (SuL) est
distribu¢ dans les 13 autres puits (puits verts et puits jaune), luL de marqueur de poids
moléculaire dans le puits jaune et 1pL de chacun des échantillons d’ARN dénaturés dans les
puits verts. La puce est vortexée 1 min a 2400 tour/min pour une bonne homogénéisation des
produits et une élimination des bulles d’air. Elle est ensuite placée dans le Bioanalyseur 2100

et la migration est lancée avec le type d’analyse désiré (ARN total, eucaryote en puce nano).
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Figure 38 : Electrophorégrammes A) du marqueur de poids moléculaire, B) d’un ARN
intégre et C) d’un ARN dégradé. Le marqueur de poids moléculaire permet de repérer les
pics correspondant aux sous unités des ARN ribosomiques 5S, 18S et 28S. Le ratio entre sous
unités 18S et 28S ainsi que I’absence de trace en comeéte (smear) permet de qualifier ’ARN :
ARN intégre ou dégradé.



Les électrophorégrammes apparaissent au fur et a mesure de la migration de chacun des
¢chantillons (figure 38).

Les électrophorégrammes correspondent a 1’intensité de fluorescence mesurée au cours du
temps, c’est a dire en fonction de la taille des fragments nucléotidiques, du plus petit au plus
grand.

Le profil du marqueur de poids moléculaire (figure 38 A) est important car c’est lui qui
détermine la taille des fragments nucléotidiques de chaque échantillon et ¢’est aussi le témoin
fonctionnel de la puce. Le marqueur interne, présent dans tous les échantillons y compris dans
le marqueur de poids moléculaire et donnant un pic a 25nt, permet d’aligner les échantillons
au marqueur de poids moléculaire et ainsi de déterminer la taille des différents fragments
nucléotidiques. Sur un profil classique d’ARN (figure 38 B), 2 pics se distinguent et
correspondent aux ARN ribosomiques 18S et 28S. Le bioanalyseur permet d’obtenir la
concentration en ARN dans chacun des échantillons. Le logiciel de 1’appareil calcule
automatiquement un critére de qualité appelé « RNA Integrity Number ». Ce RIN prend en
compte le ratio 28S/18S (doit étre autour de 2) mais aussi d’autres éléments comme le petit
pic de I’ARN ribosomique 5S et les différentes régions de 1’électrophorégramme. La valeur
de RIN est comprise entre 1 et 10 : 1 correspondant a un ARN totalement dégradé (figure 38
C) et 10 2 un ARN d’une qualité parfaite. Nous considérons que les ARN avec un RIN > 7

présentent 1’intégrité requise pour 1’obtention de résultats fiables d’expression.

6-4) RT-PCR quantitative

Chaque étape de cette technique est bien connue, décrite (Peynot et al., 2015) et régie

par des régles qu’il faut respecter pour une bonne exploitation des résultats de 1’expression

des geénes d’intérét ((Bustin et al., 2009) MIQE). Une reverse transcriptase transcrit I’ARNm

en ADNc a ’aide d’oligo dT, et ’ADNCc sert de matrice pour une PCR quantitative en Sybr

green.

6-4-1) Reverse transcription (RT)

La RT permet de transcrire ’ARN en ADNc. Avec I’utilisation d’oligo dT comme
amorce de transcription, seuls les ARN messagers possédant une queue polyA pourront étre
rétro transcrits. On obtient ainsi en fin de réaction un double brin ARNm/ADN.

Un premier mélange réactionnel est effectué¢ avec 1ug d’ARN (bioanalyseur), des oligo dT
(500ng) et des dNTP 10mM dans un volume final de 13pL. Aprés vortex et micro-

centrifugation, le mélange est incubé 5 min a 65°C pour dénaturer ’ARN et directement
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Tableau 2 : Amorces utilisées pour la PCR quantitative (F= Forward :
R=Reverse: amorce Antisens)

amorce Sens;

Geéne numéro d'accession chromosome [séquence (5'—3") Amplicon (pb) |exon référence

Sdha  |NM_174178 Chr 20 ;2 ggﬁ’égﬁg;‘é@gi%ﬁggff 185 14-15 | Guillomot and al., 2014
Rpl19  |NM_001040516.1 Chr 19 E :: %i%%%’étgég?g gﬁgfg (‘?TATT ¢ 73 1-2 | Guillomot and al., 2014
Hprtl ENSBTAT00000019547 Chr X f{ :: Eii%i%%%ggggfﬁfgﬁng 154 2-3

Eif2b2 |ENSBTAT00000011424 Chr 10 ; :: E}AG[(\]C;(C:’E]:BI;CGCTCCC/?AC:CG 1;[ gggggéA 135 6-7-8

Dnmtl  [ENSBTAT00000003549 Chr7 ;i Fggﬁ:g,}fg?f (gg"?ccgﬁgc(}:c% 128 19-20 | Golding and al, 2011
Dnmt3a |ENSBTAT00000032936 Chr 11 ii g?éiggé?gg (? AC CC::(/?S((}}ITC(?A 121 12-13-14| Golding and al, 2011
Dnmt3b |ENSBTAT00000005094 Chr 13 ;2 égiggﬁgfﬁiggg??é} /S%??'}:EG 68 5-6 Golding and al, 2011
Dnmt31 |XM_010801670.1 Chr 1 ;i ’;%g/;régzcggf&i%%g:}}ch 150 12-13-14

bt [ otosotgro | o1 [LZACTUACCCGGTGACCATC w | 5

Dnmi3l |XM_010801670.1 Chrl 1F{:; ggi%&%%i%’;%%‘&ifgfg 54 13-14

Tetl ENSBTAT00000010614 Chr 28 f{ 1: 1%%%%%?%%2%‘2?22@%@?@ 86 11

Tet2 ENSBTAT00000023517 Chr 6 ;1 E%i%?giééggg?g?gfé? A 77 9-10

Tet3 ENSBTAT00000047352 Chr 11 E: TCACCTCTIAAGIACCTGGACACA 148 1-2

: GGCCAGATCCCAGATGAGTATAA




transféré a 0°C pour garder 1’état dénaturé et permettre aux enzymes et aux oligo dT
d’accéder aux ARNm. Un second mélange réactionnel contenant une réverse transcriptase
8U/uL (Superscript II, life technologies), de la Rnase Out 1,6U/uL, du DTT 10mM, du
MgCl, 2mM et un tampon 1X (Tris HCI 50mM, KCl 75mM, MgCl, 3mM, pH 8,3) est
distribu¢ dans la plaque, (conservée dans la glace) avec dans chaque puits un volume final de
25uL. La réverse transcriptase synthétise le brin complémentaire des ARNm grace a
I’incubation de 50 min a 42°C. Afin d’inactiver les différentes enzymes du milieu réactionnel,
une incubation de 15 min a 70°C est effectuée. Ces 2 incubations sont faites successivement
sur un thermocycleur. Un double brin ARNm/ADN est synthétis¢ et prét a étre utilis€ comme
matrice. Pour chaque échantillons :

- 2 réactions de rétro-transcription indépendantes sont réalisées et mélangées pour les

analyses de PCR quantitative.
- un contrdle en absence de réverse transcriptase (RT-) est effectué¢ afin de s’assurer de

I’absence d’ADNg contaminant, par amplification PCR.

6-4-2) Dessin des amorces

Les amorces sont dessinées a partir de la séquence nucléotidique du géne a quantifier.
Ces séquences sont recherchées dans différentes bases de données nucléotidiques (NCBI et
Ensembl). Le choix des amorces est fait par I’intermédiaire du logiciel « Primer3 ». Nous
appliquons les régles suivantes : choix de la zone a amplifier dans la partie 3° du geéne, taille
comprise entre 50 et 200pb, positionnée en général a cheval entre 2 exons, une taille
d’amorces d’environ 20 bases et une température de fusion de 60°C (tableau 2).
Toutes ces consignes de choix des amorces permettent d’amplifier correctement le géne a
quantifier, sans interférence avec I’ADNg résiduel, la technique de PCR quantitative étant trés

sensible (Peynot et al., 2015). Toutes les amorces sont préalablement testées soit sur un

mélange d’ADNc (Dnmt), soit sur une matrice spécialement générée (7ef).

6-4-3) Mise en place d’un test d’efficacité des amorces pour les génes Tet

Dans la littérature, I’hydroxyméthylation de I’ADN est considérée comme une marque

en faible proportion, sauf dans le cerveau (Globisch et al., 2010; Kriaucionis et Heintz, 2009)

et dans les cellules souches embryonnaires(Tahiliani et al., 2009). Il est donc logique de

penser que I’expression des Tef est en faible proportion dans nos tissus étudiés. Il a donc été
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Tableau 3 : Amorces utilisées pour la fabrication de matrices par PCR (F= Forward :
amorce Sens; R=Reverse: amorce Antisens)

Gene |numéro d'accession chromosome |séquence (5'—3") Amplicon (pb) |exon |Taq utilisée MgCI2 [enhancer [Tm
Tetl |ENSBTAT00000010614| Chr 28 FR:: gﬁggg%i‘;%%i’égﬁ&%f - 912 410

Tetl |ENSBTAT00000010614 | Chr28 FR:: ig’;gég%if;ggggéggﬁﬁ 975 611

Tetl |ENSBTAT00000010614| Chr28 Eii‘é%%%ﬁﬁgg‘éﬁgﬂ%@ﬁ 86 11 |Taq platinum 1,5mM 58°C
Tet2 |ENSBTAT00000023517|  Chr 6 szjigggégégiﬁcéi’éi%é&% 889 8-12 | Taq platinum 1,5mM 57°C
Tet3 |ENSBTAT00000047352|  Chr 11 FR:: %TT%%GATC%%%TTTTCG(;;%?’Z%TT% 881 1-7 |Taq BioAmp tampon BI |1,5mM|  2X  [s5°C
Ter3 |ENSBTAT00000047352 |  Chr 11 FR:: %&%ﬁgﬁgﬁgggggﬁg&fgﬁ 894 49 |Taq BioAmp tampon B1 | 1,5mM| 2X  |57°C




décidé de générer différentes matrices 7Tet afin de vérifier I’efficacité des amorces dans de
bonnes conditions, indépendantes du taux d’expression.
Des matrices d’environ 1kb ont été amplifiées pour chacune des Tets (tableau 3). Pour avoir
les bonnes matrices en quantité suffisante, les conditions de PCR sont testées : concentration
en MgCl,, température d’hybridation des amorces sur la matrice (Tm) et différentes Taq
polymérases.
Les amplifications sont tout d’abord testées avec la Taq Platinum® (Life Technologies) 10U,
dans du tampon 1X avec des ANTP 200uM, du MgCl, 1,5 — 2 ou 2,5mM, des amorces sens et
antisens 800nM et 1uL d’ADNc de foie bovin adulte dilué¢ 1/5 dans un volume final de 25 ou
50uL. La PCR est réalisée avec le programme suivant :

- une dénaturation de I’ADN 2 min a 95°C

- 35 cycles en 3 étapes 1) de dénaturation 45s a 94°C ii) d’hybridation des amorces 30s a
Tm (55, 56, 57°C) et iii) d’¢élongation 1min a 72°C

- une ¢longation terminale 10 min a 72°C.
Une autre ADN polymérase est testée pour les matrices de Tet/ et Tet3 : la HOT
BIOAmp® (BIOfidal) 1,25U dans du tampon 1X Al(Tris-HCI, KCI) ou Bl (Tris-HCI,
(NH4),SO4) avec des dANTP 200uM, du MgCl, 1,5 — 2 ou 2,5mM, des amorces sens et
antisens 300nM, avec ou sans enhancer 1 ou 2X (additif qui facilite I’amplification si elle est
difficile a réaliser) et 1uL d’un mélange d’ADNc de foie bovin adulte dans un volume final
de 25 ou 50uL. La PCR est réalisée avec le programme suivant :

- une dénaturation de I’ADN 15 min a 95°C

- 35 cycles en 3 étapes i) de dénaturation 1min a 95°C ii) d’hybridation des amorces
Imina Tm (55, 56, 57°C) et iii) d’élongation 1min a 72°C

- une ¢longation terminale 10 min a 72°C.
La synthése des matrices pour Tet/ n’ayant pas aboutie, un autre couple
d’amorces est utilisé : 1’amplicon étant plus petit, il devrait étre plus facile a
amplifier. La PCR est effectuée avec la Taq platinum, du MgCl, a 1,5mM et de
I’ADNg de foie bovin a 200ng. La PCR est réalisée avec le programme suivant :

- une dénaturation de I’ADN 1 min a 95°C

- 35 cycles en 3 étapes 1) de dénaturation 30s a 95°C ii) d’hybridation des amorces 45s a
Tm (55, 56, 57, 58, 59 et 60°C) et iii) d’¢longation 30s a 72°C

- une ¢longation terminale 10 min a 72°C.
Une premicre vérification des amplifications est faite par migration

¢lectrophorétique sur un gel d’agarose 1,5% en TBE.
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Figure 39 : Représentation du plasmide pGEM®-T-Easy. Ce vecteur
contient un site de clonage multiple, avec différents sites de restriction unique
et un site de TA cloning, dans le geéne lacZ, un géne de résistance a
I’ampicilline, une origine de réplication bactérienne (ori) et eucaryote (f1 ori).



Les amplicons sont purifiés avec le kit « Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System »
(Proméga). Le principe est de retenir les ADN sur la colonne par chromatographie
d’adsorption sur colonne de silice, comme pour la purification des ARN totaux.

Une fois les séquences vérifiées, elles sont intégrées dans un plasmide pGEM"-T-Easy
(Proméga) au niveau du site de clonage multiple (MCS) du plasmide (figure 39). Les
différents amplicons sont insérés dans le vecteur en se servant de la technologie TA cloning a
I’aide d’une T4 ligase (Proméga).

Chaque plasmide est ensuite transformé dans des bactéries Escherichia Coli DH5a
compétentes (Life Technologies). Les bactéries correctement transformées possédent le
gene de résistance a I’ampicilline (voir schéma du plasmide) et donc poussent en présence de
cet antibiotique. Afin de vérifier que les clones ayant poussés ont bien le plasmide et ’insert
d’intérét, des PCR sur colonies sont réalisées pour rechercher ’insert (15 clones pour chaque
matrice), en respectant les conditions de PCR définies pour chaque couple d’amorces
(tableau 2), dans 50uL de volume final. Une migration sur gel d’agarose 1% en TBE a
permis de sélectionner 2 clones pour chacune des matrices. Ils sont ensuite ét¢ mis en culture
dans 10mL de milieu liquide LB + Ampicilline 100ng/uL. a 37°C avec une agitation de 210
tours par min pendant 1 nuit.

Afin de purifier les différents ADN plasmidiques, le kit « SV Miniprep wizard » (Proméga)
est utilisé pour lyser modérément les bactéries (le plasmide seul sort de la bactérie) et purifier
les plasmides par chromatographie d’adsorption sur colonne de silice.

Pour vérifier I’intégration de nos inserts d’intérét dans les pGEM-T-easy, ces plasmides sont
digérés par EcoRI (figure 39) avec controle préalable in silico de 1a non présence de ce site de
restriction dans les différentes matrices clonées (sur NEBcutter V2.0, New England Biolabs).
La taille des inserts sortis du plasmide est vérifiée sur gel d’agarose 1% en TBE. Aprés avoir
validé cette étape, la séquence des plasmides est vérifiée par séquengage de Sanger. Les
plasmides pourront servir de matrice pour constituer les gammes afin de valider les couples

d’amorces dessinées.

6-4-4) PCR gquantitative

L’expression des génes est mesurée par I’amplification du double brin ARNm/ADN
synthétisé par la RT, suivie a chaque cycle par un marqueur fluorescent : le Sybr green. Il se
fixe au petit sillon de I’ADN lorsque celui ci est double brin et ne fluoresce que lorsqu’il est

li¢ a I’ADN.
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Figure 40 : PCR quantitative : A) programme du thermocycleur, B) courbes
d’amplification en temps réel, C) courbes de dissociation d’un amplicon, et D) gamme
étalon. La PCRq est lancée sur le thermocycleur 7300 Real-Time PCR System avec le
programme A). A la fin des 40 cycles, les courbes d’amplification sont analysées et un seuil
de détection est choisi. Les courbes de dissociation sont analysées. L'utilisation d’une gamme
¢talon permet la détermination de la quantité relative de chaque échantillon.




L’amplification est effectuée dans du « MESA Blue qPCR MasterMix Plus for SYBR®
assay » 1X (Eurogentec) (AINTP, MgCl, 4mM, SYBR® Green I, marqueur fluorescent de
référence ROX et stabilisateurs), avec des amorces sens et antisens 300nM et 5 pL. de RT
préalablement dilués dans un volume final de 15uL. La PCRq est réalisée en plaque 96 puits
adaptée au thermocycleur utilisé¢ : 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
(figure 40 A).

6-4-5) Analyse des résultats bruts

A la fin de la PCRq, les courbes d’amplification sont observées. Elles correspondent a
la mesure de la fluorescence émise par le Sybr green, aprés 1’étape d’élongation, en fin de
chaque cycle d’amplification. Une sigmoide est représentée pour chacun des échantillons avec
pour commencer une phase « bruit de fond » suivie par une phase exponentielle et se
terminant par une phase plateau (figure 40 A)

La phase linéaire d’amplification exponentielle est exploitée (figure 40 B). On détermine un
seuil au centre de cette droite pour lequel il est possible de déterminer la valeur du cycle
quantifiable (Cq, appelé aussi Ct pour threshold Cycle ou encore Cp pour Crossing Point)
pour I’ensemble des échantillons.

Il est aussi important d’analyser les courbes de dissociation. Elles correspondent a la mesure
de la fluorescence au cours d’une augmentation graduelle de la température a la fin de la
PCR. La fluorescence diminue progressivement, jusqu’a une température ou elle chute

brusquement (Kubista et al., 2006). Cette brusque diminution correspond a la température de

fusion de I’amplicon : sous 1’action de la chaleur, les 2 brins sont dénaturés et séparés, 1’agent
intercalant libéré ne fluoresce plus. La dérivée premiere de I’évolution de la fluorescence en
fonction de la température donne ainsi un graphique avec un pic au niveau de la température
de fusion de I’amplicon (figure 40 C).

Comme cette température de fusion dépend de la nature de I’amplicon (composition en CG,
taille), elle est unique pour chaque amplicon. Cette courbe de dissociation fait partie du
controle qualit¢é de la PCRq car il est possible de détecter les dimeres d’amorces,
I’évaporation dans certains puits, les problémes de pipetages et les contaminants. Si la courbe
de dissociation n’est pas valide, le point est éliminé de 1’analyse.

L’efficacité de la PCR est mesurée grace a une gamme étalon constituée de 7 points apres
dilution sériée: 10 —5-2—-1-0,2 - 0,1 — 0,01 (10 correspond a I’utilisation du mélange
d’ADNc dilué au 10°™). Nous utilisons la méme gamme dans toutes les plaques quel que soit

le géne dosé. La droite standard va représenter les valeurs de Cq obtenues expérimentalement
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en fonction du logarithme des quantités relatives issues de la série de dilution. La valeur de
Cq est inversement proportionnelle au logarithme de la quantité relative (figure 40 D). Le
coefficient de détermination r°, ou carré du coefficient de corrélation, permet de vérifier la

qualité de la régression linéaire formée par les points de gamme. Plus il se rapproche de 1,

plus la régression linéaire est bonne. L’équation de la gamme étant : Nog = No (1+E)]

Ncq : Quantité a Cq cycle Ny : Quantité initiale Ef : Efficacité de 1a PCR
Cq : nombre de cycles a la valeur seuil déterminée.
La transformation logarithmique de la gamme donnant la droite étalon s’écrit :

\Log Ncg=1log Ny + Cq x log E\ ou E= 1+Ef

L’équation est arrangée sous la forme de fagon a calculer la quantité de matrice en

fonction du Cq (y), déterminé expérimentalement :

1

Og(NCq)
Cq=- log E

1
log N, + ———
log E

La pente (p) de la droite calculée s’écrit donc :

1
P= log E

Elle nous permet de calculer I’efficacité de la PCR (Ef) avec le calcul suivant :

IEf=(10""-1) x 100

Les amorces sont considérées comme « efficaces » lorsque la valeur de E est comprise entre
90 et 110%. Pour chaque échantillon, les duplicats techniques sont vérifiés : ils sont refaits si
ils ont plus de 0,5 Cq de différence. Grace a la régression linéaire de la gamme, les quantités
relatives des échantillons sont calculées pour chaque géne.

Afin de comparer I’expression d’un geéne entre échantillons ou entre groupe d’échantillons il
est nécessaire de normaliser la mesure en utilisant des valeurs d’expression de génes dits de

référence.

6-4-6) Sélection des genes de référence et Normalisation des données

Les geénes de référence sont en général choisis parmi des génes dits de « ménage ».
Ces génes codent pour les protéines exprimées de maniére ubiquitaires et dont I’expression
est théoriquement stable quelque soit les conditions d’analyse des échantillons (stades
physiologiques, nature du tissu analysé). Pour sélectionner les meilleurs candidats, le logiciel

geNorm (Vandesompele et al., 2002) est utilisé en intégrant les quantités relatives obtenues

par dosage de I’expression des génes de ménage candidats. Il permet de calculer un controle
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Figure 41 : Paramétres d’une boite de dispersion. La
distribution de I’ensemble des valeurs au sein d’un groupe
d’échantillons est divisée en 4 parties égales (25% des
valeurs dans chacune des parties). Le corps principal de la
boite contient 50% des échantillons et est délimité par les
valeurs de quartiles (Q1 et Q3), Q1 étant la valeur séparant
25% des échantillons en haut et 75% des échantillons en
bas et Q3 étant la valeur séparant 75% des échantillons en

mediane=Q2 haut et 25% des échantillons en bas. La médiane (Q2) est

un autre quartile qui sépare 50% des échantillons de part et
d’autre. Les valeurs adjacentes de la boite dispersion,
appelées les « moustaches » contiennent 25% des
échantillons et sont représentées sous la forme d’un trait
relié au corps principal de la boite par des pointillés. Les
valeurs extrémes sortent de la boite de dispersion et sont
qualifiées d’atypiques.



interne de la stabilité du gene, appelé M. Plus M est faible et plus le géne est stable. Si la
valeur de M est supérieure a 1,5 alors le géne de ménage n’est pas assez stable pour faire un
bon géne de référence. Dans notre étude, 5 geénes de « ménage » ont été testés. Les génes
sélectionnés en fonction de leur coefficient M sont : Sdha (complexe succinate déhydrogénase
sous unité A, impliqué dans la chaine respiratoire mitochondriale), Rplp0 (protéine
Ribosomale PO de la grande sous unité), Eif2b2 (Facteur d’initiation 2B Eucaryote) et Hprtl
(hypoxanthine phosphoribosyltransférase 1, joue un réle central dans la fabrication de purine).
Nous avons pris la précaution de ne pas choisir de génes en cluster pouvant étre corégulés
(comme Rplp0 et Rpl19).

Un coefficient de normalisation est calculé¢ pour chacun des échantillons en se servant des 4
genes de référence sélectionnés. Il correspond a la moyenne géométrique des quantités des 4
genes de référence par échantillon. Pour un échantillon et un géne précis la quantité relative
est calculée en fonction de la gamme, puis divisée par le coefficient de normalisation, ce qui
permet d’obtenir la quantité relative normalisée. Les calculs sont effectués sur tous les
¢chantillons et tous les génes étudiés. Les tests statistiques sont réalisés sur des valeurs de

quantité relative normalisée.

7) Statistiques

Les tests statistiques ont ét¢ effectués avec le logiciel R (http://cran.univ-lyonl.fr) en
utilisant des tests non paramétriques adaptés aux petits nombres d’échantillons. Les
comparaisons entre groupes (différents tissus, différents stades et différentes modalités de
production des embryons) ont été réalisées avec des tests de permutation pour série
indépendante avec tirage de type « Monte Carlo » (100 000 tirages). Tous les résultats sont
représentés sous forme de boite de dispersion (quand n > a 10 individus dans chaque groupe
comparé dans un graphique avec une exception pour la figure 45) ou en individualisant les
points expérimentaux (quand n < 10 individus dans un des groupes comparés dans un
graphique) afin de mieux appréhender la variabilité. La médiane est a chaque fois représentée.
L’organisation d’une boite de dispersion est la suivante (figure 41).

En effet, elle est découpée en 4 parties égales, avec 25% des échantillons dans chacune de ses
parties. Les valeurs délimitant le corps principal de la boite sont appelées quartiles (Q1, Q2 et
Q3). L’écart interquartile (Q1-Q3) correspond 1’écart entre les valeurs qui contiennent 50% de
la distribution des échantillons. C’est ’'un des paramétres qui permet de calculer la longueur
des « moustaches » de la boite de dispersion. Il sert aussi a mesurer la dispersion des

¢chantillons dans un groupe.
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Tableau 4 : Utilisation de différentes enzymes de normalisation pour le LUMA

fficacité ( ° Mspl | (Mspl H
. Normalisateur | Valeur [ moyenne cficacité ( %) °P (Mspl ou pa/norm %
tissus d d ( ou ou Hpall) / / <thvlati
(norm) € not | €eNOMM | p o oRI HF / EcoRI) |Hpall | norm | Msp/norm|™ e 2Hen
14.40 1596 | 222
E RI 9 9 9
co 1457 | 1449 521 0.72 0.32 67.74
foie . 11,49 1508 | 2.78
souris 164 | 1157 441 0.76 0.27 72.76
13,19 1565 237
EcoRI HF ’ ’ ’
co 15.00 | 14.15 98 561 0.74 031 68.71
17.58 1917 | 2.18
EcoRI 1824 | 1791 1052]| L15 0.53 4711
placenta Mfel 14,33 17,27 2,41
souris 13.67 | 14.00 8.25 121 0.50 49.92
17.51 1811 2,07
EcoRI HF ’ ’ ’
c0 1613 | 16,82 94 8.53 1.06 0,51 48.87
15,69 2711 3.46
fic EcoRl 1552 | 1561 8,07 1,04 0,30 69,91
. 0.44 2582 | 547
b Mfel ’ ’ ’
ag:fg © 908 | 9.71 737 148 0.27 73,00
CeoRlHF 11434 2653 | 3,70
1530 | 14.82 95 8.14 1,06 0.29 71.24
20,37 3743 | 3,68
E RI b 9 9
chorion co 1897 | 19.67 2089 | 2.0 0,60 40,07
o MRl 10,70 3343 | 625
10.87 | 10,79 2009] 3.0 0,59 40,84
G60 1A
FeoRIHF 1205 3599 3.78
2042 | 19.74 100 2373|232 0.62 38.49
Mspl

Hpall




RESULTATS

1) Optimisation de la technique de LUMA : quelques résultats

Au laboratoire, le LUMA était basé sur le protocole développé par Mohsen Karimi en

2006, (Attig et al., 2013; Karimi et al., 2006) avec comme normalisateur EcoRI. Or d’apres la

notice de New England Biolabs, EcoRI a une activité¢ diminuée de 50% dans le tampon utilisé
(tampon CutSmart, NEB), avec une digestion non spécifique lorsque I’enzyme reste trop

longtemps en présence de I’ADNg. De plus, EcoRI est méthyl-sensible (Lisanti et al., 2013).

Ces observations m’ont amené a mettre en place différents tests : validation de EcoRI comme
normalisateur, vérification de 1’efficacité de digestion de Mspl, mesure de la sensibilité et
impact de la qualité de ’ADN sur la technique, ainsi qu’une mesure de la variation inter-essai

au niveau de I’étape de pyroséquengage.

1-1) Validation du normalisateur EcoRI

L’enzyme EcoRI haute fidélit¢ (HF) a été testée. Elle a une activité de 100% dans le
tampon CutSmart et peut étre incubée a 37°C toute la nuit sans couper I’ADN non
spécifiquement. Nous avons utilisé 4 échantillons d’ADNg différents a 500ng pour ce test : un
foie et un placenta de souris ainsi qu’un foie de bovin adulte et un chorion bovin a 60 jours de
gestation (tableau 4). Le niveau de clivage est mesuré par 1’incorporation des différents
nucléotides générant de la lumiére détectable par la caméra du pyroséquenceur et retranscrit
en valeur numérique exploitable. En comparant les valeurs d’incorporation de EcoRI HF avec
celles de EcoRI, une différence de 0 a 6% a été observée (colonne efficacité en rouge). Le
pourcentage de méthylation calculé varie de 1 a 2% entre 'utilisation de EcoRI et celle de
EcoRI HF que ce soit dans les tissus souris ou bovins. Ces faibles différences peuvent étre
considérées comme négligeables. Nous pouvons en conclure que dans les conditions de
digestion effectuées (4h a 37°C), I’enzyme EcoRI est plus efficace que EcoRI HF.
Afin de vérifier que ’utilisation de EcoRI n’introduit pas de biais dans les résultats de
méthylation globale, une autre enzyme avec un site similaire & EcoRI (site GAATTC) a été
testé : Mfel (site CAATTG), non sensible a la méthylation (tableau 4), toujours avec 500ng
des 4 échantillons utilisés précédemment. En comparant les valeurs d’incorporation pour les
clivages avec Mfel et EcoRI, une différence d’environ 20% a été observée (colonne efficacité
en bleu) chez la souris et une différence de 38 a 45% chez le bovin. Le taux de méthylation

varie de 3 a 5% chez la souris et de 0 a 3% chez le bovin. Une analyse bioinformatique
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Tableau S : Comptage des motifs d’intérét pour la technique du LUMA dans le
génome murin et bovin

Motif Souris Bovin
ilots CpG CG 21987 274 | 27 540 367
EcoRI GAATTC 772 067 895 305
EcoRI potentiellement méthylable | GAATTCG 21527 21099
Mspl ou Hpall CCGG 1 639 805 1987 520
Mfel CAATTG 522 576 441 307
= g o u) OB o C o o
©23 ©38 9
< ®)
35| 9 B
.5. .S 28 <>M 1
23 O EcoR1/Mspl % sp
z° |0 BOEcoRI/Hpall 5 OHpall
= £18
S8 S
g 3,00 o =
3 temps 8 @ temps
0 100 200 300 400 500(min) 0 100 200 300 400 500(min)

Figure 42 : Cinétique d’incorporation de A et T pour I’enzyme de restriction EcoRI dans
le mélange réactionnel Mspl (en jaune) ou Hpall (en vert) (A) et de C et G pour les
enzymes de restriction Mspl (en jaune) et Hpall (en vert) (B). Les cinétiques ont été
réalisées en utilisant de ’ADNg de foie bovin adulte. Les 4 courbes sont composées de 2
phases, la phase d’activit¢é maximale de I’enzyme correspondant a la phase linéaire de la
cinétique et la phase plateau qui correspond a I’arrét de I’activité enzymatique, souvent par
manque de substrat. A) L’incorporation de A et T au niveau de sites a bouts cohésifs générés
par EcoRI varie de 3 a 25 au cours du temps d’incubation a 37°C. La phase plateau est atteinte
a 2h d’incubation aussi bien pour EcoRI/Mspl que pour EcoRI/Hpall. B) L’incorporation de G
et C au niveau des sites a bouts cohésifs générés par Mspl ou Hpall varie au cours du temps
d’incubation a 37°C de 8 a 13 pour Hpall et de 31 a 43 pour Mspl. Les phases plateaux sont
atteintes a 1h d’incubation pour Hpall et 2h d’incubation pour Mspl.



(Maxime Gasselin, ¢étudiant en thése) sur les génomes de référence murin
(Mus_musculus.GRCm38) et bovin (BTau UMD 3.1) a été effectuée pour connaitre le
nombre de séquences reconnu par les enzymes de restriction utilisées pour le LUMA dans
chacun de ces génomes (tableau 5). Ces analyses ont montré que chez la souris il y a 1/3 de
moins de sites Mfel (522 576 sites) que de sites EcoRI (772 067 sites) et que chez le bovin il
y a environ 2 fois moins de sites Mfel (441 307 sites) que de sites EcoRI (895 305 sites). La
diminution du nombre de sites quantifiables par LUMA est donc moins importante chez la
souris que chez le bovin. EcoRI est donc plus facilement remplacable dans le modéle murin
que dans le modele bovin. Chez le bovin, cette diminution induit une perte de sensibilité de la
technique. De plus, le pourcentage de sites EcoRI potentiellement méthylable (sites
GAATTCG) est de 3% chez la souris (21 527 sites) et de 2,4% chez le bovin (21 099 sites).

Dans le cas des analyses de I’ADNg bovins par LUMA, nous avons donc considéré qu’EcoRI
pouvait étre conservé comme enzyme de normalisation, ayant plus de sites a digérer qu’avec
Mfel, un pourcentage méthylation potentiel négligeable et une activité enzymatique a 100%

dans nos conditions expérimentales, sans digestion non spécifique.

1-2) Résistance de la digestion par Mspl lorsque I’ADN est hydroxyméthylé

D’aprés un article publié dans le journal « Epigenetics » (Ichiyanagi, 2012), la

digestion par Mspl est inhibée lorsque le CpG du site de restriction est hydroxyméthylé. Dans
cette publication, des tests de digestion Mspl ont été effectués sur un ADN synthétique dont
on connait la composition en C, C méthylée, hémi-méthylée, hydroxyméthylée, hémi-
hydroxyméthylée. Il est montré par migration électrophorétique sur gel d’agarose qu’en
présence d’ADN hydroxyméthylé, la digestion enzymatique est ralentie, Mspl étant en exces
dans le milieu réactionnel : elle ne commence qu’a partir d’1h d’incubation (pour tous les
autres ADN utilisés porteurs des différentes marques, la digestion démarre immédiatement).
Dans le cas des ADNg que nous avons utilisé, la proportion d’ADN hydroxyméthylé devrait
étre assez faible. Néanmoins, en réalisant des cinétiques de digestion, nous avons voulu
vérifier I’efficacité de clivage des enzymes utilisées. Les cinétiques de digestion sont
effectuées dans les mémes conditions au niveau du mélange réactionnel et avec une
incubation variable a 37°C : 0 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 60 min, 120 min, 240 min
et 480 min (figure 42). Le niveau de clivage est mesuré par I’incorporation des différents
nucléotides générant de la lumicre détectable par la caméra du pyroséquenceur et retranscrit

en valeur numérique exploitable.
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Tableau 6 : Variation de la concentration d’ADNg avant ou aprés la digestion
par les 3 enzymes de restriction.

Mspl ou [ (Mspl ou Hpall) Hpall/EcoRI %
[ADNg] | EcoRI Hpall / EcoRI / méthylation
Mspl/EcoRI
50ng 0,68 1,25 3,68
1,3 0,71 1,09 0,30 70,29
100ng 3,56 6,14 3,45
. 3,00 1,46 0,97 0,28 71,78
test digestion 8.05 1243 3.0
230ng =3 0,94 0,29 70,78
500ng 16,05 | 25,98 3,24
1555 7,49 0,96 0,30 70,24
SOng 3,59 5,22 2,91
3,95 1,57 0,79 0,27 72,66
100ng 7,34 | 11,84 3,23
, 7,43 3,27 0,88 0,27 72,72
test pyrosequengage T1.82 18.82 318
250ng 95 57T 574 0,04 0,29 70,62
500ng 16,09 | 25,47 3,17
18,26 [ 8,48 0,93 0,29 70,66
Mspl

Hpall



La phase linéaire de digestion démarre des les 5 premicres minutes d’incubation pour toutes
les enzymes. La phase plateau est atteinte quand 1’enzyme de restriction (en large exces) n’a
plus de substrat. Dans notre cas, le substrat est I’ADNg et plus particuliérement les sites de
restriction spécifiques a chaque enzyme. Pour EcoRlI, (figure 42 A), la phase plateau est
atteinte entre 2 et 4h de digestion. Que EcoRI soit mise en présence de Mspl ou Hpall dans le
milieu réactionnel, son activité de digestion reste la méme : les 2 cinétiques sont superposées.
Pour Mspl et Hpall, (figure 42 B) la phase plateau est atteinte entre 1h et 2h de digestion.
Elle n’évoque donc pas d’inhibition de la digestion de Mspl par 1I’hydroxyméthylation. Dans
notre protocole, nous avons choisi un temps de digestion de 4h a 37°C afin d’avoir atteint la
phase plateau pour les 3 enzymes et d’obtenir une digestion compléte de tous les sites de
restriction, quel que soit I’enzyme.

Nous avons toutefois été¢ étonnés de constater 1’efficacité de clivage de ces enzymes des le
contact avec I’ADNg et a basse température (I’arrét des réactions de clivage a nécessité une
congélation immédiate dans 1’azote liquide aprés I’étape d’incubation a 37°C). De plus la
valeur d’incorporation trés élevée de Mspl a 0 min nous a intrigué. Le seul paramétre
divergent entre les différents milieux réactionnels est que Mspl est conservée dans un tampon
contenant du KC1 50mM et Hpall, du NaCl 50mM. Aucune explication n’a été trouvée pour
traduire ce phénomene, cet effet n’étant pas visible au niveau de D’activité enzymatique
d’EcoRI.

Pour D’instant, tous les tests d’optimisation on été¢ effectués a 500ng d’ADN, quantité
importante pour une technique de mesure de la méthylation de I’ADN. Ce parametre a donc

été testé.

1-3) Mesure de la sensibilité du LUMA

Afin d’optimiser la technique du LUMA développée au laboratoire, nous avons mis en
place plusieurs tests : un test de sensibilité de la digestion par les enzymes de restriction et un
autre de sensibilité du pyroséquengage. Différentes quantités d’ADNg (50, 100, 250 et 500ng)
ont été testées, soit en la faisant varier avant la digestion (sensibilit¢ de la digestion), soit
apres la digestion (sensibilité du pyroséquencage) toujours avec le méme ADNg de foie bovin
adulte (tableau 6).
Pour le test de variation de la quantité d’ADNg avant la digestion, les valeurs d’incorporation
du site de EcoRI sont trop faibles pour donner des résultats reproductibles a 50 et 100ng
d’ADNg digérés. En revanche a 250 et 500ng d’ADNg, les résultats attendus sont obtenus.

Pour chacune des enzymes, I’incorporation des nucléotides au pyroséquencage est validée.
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Figure 43 : Mesure de ’incorporation des nucléotides spécifiques du site EcoRI (A et T)
en fonction de la variation de la quantit¢é d’ADNg utilisée, avant la digestion
enzymatique (A) ou avant le pyroséquencage (B). A) Avant la digestion par les enzymes de
restriction, I’ADNg est dilué de fagon a obtenir des quantités croissantes (50, 100, 250 et
500ng) et donnent une incorporation linéaire des nucléotides EcoRI similaire, que ce soit
avec Mspl ou avec Hpall. B) 500ng I’ADNg sont digérés puis apres seulement sont dilués
pour obtenir des quantités croissantes d’ADNg (50, 100, 250 et 500ng), avant le passage au
pyroséquengage. L’incorporation des nucléotides EcoRI est logarithmique et similaire que ce
soit avec Mspl ou Hpall.



Pour le test de variation de la quantité d’ADNg aprés la digestion et avant le pyroséquencage,
quelque soit la quantité d’ADN, les valeurs d’incorporation du site EcoRI sont bonnes, quoi
que légerement faibles pour les 50ng d’ADNg. La sensibilité du pyroséquengage n’est donc
pas limitante pour la technique du LUMA. Une représentation graphique des valeurs
d’incorporation du site de restriction EcoRI en fonction de la variation de la quantité d’ADNg
avant et apres digestion enzymatique est effectuée (figure 43).

En fonction de la quantit¢ d’ADNg digérée, les valeurs d’incorporation de EcoRI sont
linéaires avec Mspl ou avec Hpall (figure 43 A). Quelle que soit la quantité d’ADNg utilisée
pour les manipulations, elle sera théoriquement exploitable, (sans tenir compte du seuil de
sensibilité de la manipulation et de la reproductibilit¢). Cela nous confirme la fiabilité¢ du
LUMA, ainsi que sa robustesse malgré le changement de quantité d’ADNg utilisée. En
revanche, lorsque I’ADNg est digéré a 500ng et que la quantit¢é d’ADNg est variable au
niveau du pyroséquencage, les courbes obtenues ne sont pas linéaires mais logarithmiques
(coefficient de corrélation R* proche de 1) (figure 43 B) que ce soit avec Mspl ou avec Hpall.
Cet effet pourrait s’expliquer par la présence d’un facteur limitant la réaction de
pyroséquencage. En effet, ce test a été effectué¢ en augmentant la quantit¢ d’ADN digéré.
Nous n’avons pas pris la précaution de maintenir toujours le méme ratio entre milieu de la
réaction enzymatique et milieu du pyroséquencage. Plus la quantité d’ADN est basse et plus
le milieu réactionnel du clivage enzymatique a été dilué pour le pyroséquencgage expliquant la
forme de la courbe.

C’est avec la digestion a 500ng que les résultats sont les plus reproductibles. De plus cette

quantité d’ADNg est utilisée au laboratoire en routine chez la souris (Attig et al., 2013). Tous

nos LUMA ont donc été effectués avec 500ng d’ADNg. Néanmoins nous montrons qu’il n’est

pas envisageable d’utiliser des quantités d’ADNg plus faibles.

1-4) Qualité de ’ADN génomique

Dans la littérature, il a ét¢ montré que la qualit¢ de ’ADNg dans ['utilisation de la
technique du LUMA est primordiale afin d’obtenir des résultats fiables et reproductibles. En
effet des tests de dégradation d’ADNg suivis de la technique du LUMA ont été effectués dans
le but d’utiliser cette méthode sur des prélevements d’espéces protégées pas forcément

1déalement conservés (Head et al., 2014). Pour cela les auteurs ont laissé des morceaux

d’environ 20mg de foie et de cerveau d’embryon de poulet a 19 jours de gestation a
température ambiante pendant 0,5, 2, 6, 12, 24, 48 et 72h, provoquant ainsi une cinétique de

dégradation de I’ADNg extrait. L’intégrit¢ des ADNg est vérifiée par migration
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Figure 44 : Mesure de ’incorporation des nucléotides spécifiques du site Mspl (C et G)
en fonction de ’incorporation des nucléotides spécifiques du site EcoRI (A et T) dans
I’amnios (A), I’allantoide (B), le chorion (C) et les cotylédons (D) chez le bovin Holstein
x Holstein a 60 jours de gestation. L’incorporation « Mspl » est corrélée a celle « EcoRI »
dans les 4 tissus extra-embryonnaires. Les échantillons sortant de la droite de corrélation sont
montrés par des fleches.



¢lectrophorétique sur un gel d’agarose. Les tissus commencent & montrer des signes de
dégradation aprés 24h a température ambiante. Chacun de ces ADNg a été utilisé en LUMA
pour mesurer I’impact de cette dégradation sur les résultats du pourcentage de méthylation
globale de I’ADN : le taux de méthylation globale baisse de fagon significative a partir de 12h
d’incubation du tissu a température ambiante dans le foie d’embryon de poulet et a partir de
48h d’incubation dans le cerveau d’embryon de poulet.

Une autre étude du méme type a été menée sur du tissu placentaire humain (Vilahur et al.,

2013). Les tissus sont laissés a température ambiante pendant 0,5, 1, 2, 6 et 24h, ’ADNg est
extrait et pass¢ au LUMA. Comme dans le papier précédent, une forte diminution du
pourcentage de méthylation est observée a 24h d’incubation.

L’intégrité de nos ADNg a été vérifiée par migration électrophorétique sur gel d’agarose.
Apres cette étape validée, des représentations graphiques de I’incorporation des nucléotides C
et G (correspondant a Mspl) en fonction de l’incorporation de nucléotides A et T
(correspondant & EcoRI) ont été effectuées pour chaque tissu extra-embryonnaire (figure 44).

Les échantillons sortant de la droite de corrélation sont considérés comme « anormaux » avec
soit un probléme de digestion enzymatique, soit un probléme de dégradation ou de
compaction de leur ADN. Basé sur cette observation, de tels échantillons sont exclus des
analyses finales.

Entre les différents tissus extra-embryonnaires, les pentes de chacune des droites sont tres
proches (de 1,4 a 1,7) révelant une efficacit¢é d’incorporation identique entre tissus. En
revanche il est étonnant de voir la variation des valeurs d’incorporation, que ce soit A et T
(axe des abscisses) ou C et G (axe des ordonnés). Nous n’expliquons pas ces différences de
valeurs entre échantillons, puisque en théorie, nous utilisons toujours 500ng d’ADN dosé par
Qubit.

Enfin, afin de vérifier la variation du taux de méthylation entre plaque de pyroséquengage, un

témoin a été ajouté pour chacune des séries.

1-5) Variation inter-essai

Un méme ADNg de foie adulte bovin a été utilisé dans une centaine de plaques de
pyroséquencage comme témoin inter-essai. Il permet de mesurer la variation du pourcentage
de méthylation d’une plaque de pyroséquencage a 1’autre. Trois pools de digestion
(Mspl+EcoRI et Hpall+EcoRI) ont di étre effectués afin d’avoir assez de ce témoin pour
qu’il soit présent dans toutes les plaques. Les coefficients de variation (écart type / moyenne)

de chacun des pools digérés a des moments différents ont été calculés séparément. Les valeurs
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Figure 45 : Méthylation globale de ’ADNg dans des tissus de souris méales adultes. Le
pourcentage de méthylation est d’environ 82% pour le cceur, 67% pour le muscle, 60% pour
le cerveau et les reins et 58% pour le foie. Les différences de pourcentage de méthylation
globale entre les tissus embryonnaires sont significatives sauf entre le cerveau et les reins.
pvalue : ****=13999x 10°;*=1a5x 1072



sont 0,97%, 1,55% et 1,85%. Ces coefficients de variation ne sont pas tres différents les uns
des autres. Un coefficient de variation globale a été calculé sur toutes les plaques de
pyroséquencage et a une valeur de 1,72%. Une différence de 1,72% entre 2 groupes a

comparer est donc considérée comme une variation technique et non biologique.

Nous avons donc montré par cette mise au point du LUMA que I’utilisation de EcoRI
comme normalisateur est un bon choix pour le bovin, avec une digestion quasi-compléte des
sites de restriction, sans digestion non spécifique et un impact négligeable de la méthylation.
Dans nos conditions expérimentales, nous avons démontré que la digestion des sites de
restriction Mspl CCGG n’est pas inhibée par I’hydroxyméthylation et que la quantité d’ADNg
optimale a utiliser est de 500ng. Un des inconvénients de cette technique est la nécessité
d’utiliser une quantité d’ADNg importante et de bonne qualité. Néanmoins, avec les controles
appropriés (migration électrophorétique des ADNg, contrdle systématique de la valeur de
Mspl/EcoRI pour chaque tissu et témoin de pyroséquencage présent dans toutes les plaques)
les résultats obtenus par la technique du LUMA sont fiables, robustes et reproductibles, avec
peu de variation inter-essai. Le LUMA a tout d’abord été effectué sur des tissus de souris

adulte.

1-6) Mesure de la méthylation globale chez la souris adulte
Nous avons voulu dans un premier temps, comparer les données de méthylation
globale obtenues par LUMA avec celles de la littérature obtenue par des techniques globales

telle que la spectrométrie de masse (Globisch et al., 2010), ces données de méthylation ayant

¢été obtenues chez la souris. Les premiers échantillons a étre utilisés pour le LUMA sont des
ADNg de cceur, muscle, cerveau, rein et foie de souris males de 17,5-19 semaines et de 29
semaines (pas de différences significatives entre les 2 groupes d’age) (figure 45).

Comparé aux résultats obtenus par le laboratoire chez la souris (Attig et al., 2013), tous les

points de controle ont été validés. Une différence de méthylation entre tissus est observée,
allant d’environ 50 a 85% de méthylation globale. Le cceur est fortement méthylé (environ
80-85%), puis de maniere décroissante le muscle est a 65-70%, le cerveau et les reins a 60%
et le foie a 55-60%. En considérant les écarts interquartiles, nous notons que la variation intra-
groupe est tres faible pour le ceeur, le muscle, le cerveau et les reins suggérant un controle trés
important de la méthylation dans ces tissus. Cependant pour le foie, 1’écart interquartile est

plus important (6%, contre 2,5% pour celui du cceur qui a I’écart le plus important parmi les
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Figure 46 : Analyse bioinformatique de la distribution des sites CCGG dans le génome
murin (A et C) et bovin (B et D). A) et B) Les sites CCGG sont principalement retrouvés
dans les régions intergéniques (46% chez la souris et 56,9% chez le bovin), dans les introns
(34% chez la souris et 30% chez le bovin), dans les promoteurs et les exons (5 a 9%) et dans
les séquences régulatrices en 5’ et 3° UTR (0,3 a 4%)).

C) et D) Les sites CCGG sont principalement retrouvés dans les régions a CpG isolés (a plus
de 4kb d’un ilot CpG) pour les deux génomes analysés (84% chez la souris et 66% chez le
bovin). Ces sites sont ensuite les plus représentés dans les ilots CpG (8% chez la souris et
15% chez le bovin), puis vient la catégorie des CpG pres d’un ilot CpG, entre 0 et 2 kb de cet
ilot (5% chez la souris et 13% chez le bovin). Enfin, les sites CCGG loin d’un ilot CpG, entre
2 et 4kb de cet 1lot sont les moins représentés (3% chez la souris et 6% chez le bovin).



autres tissus analysés). Cette dispersion dans le foie pourrait étre expliquée par une variabilité
plus forte du métabolisme entre les souris au moment du prélévement.
Par spectrométrie de masse, aucune différence entre tissus n’avait été observée en SmC

(Globisch et al., 2010). Les variations de méthylation entre tissus obtenues par LUMA

soulignent en fait les différences de sensibilité et de spécificité des 2 techniques. En effet la
spectrométrie de masse a I’avantage de détecter et de quantifier toutes les C méthylées en
faisant la différence entre les C méthylées et les C hydroxyméthylées. Le LUMA ne détecte
les C méthylées que sur les sites CCGG et ne fait pas la distinction entre méthylation et
hydroxyméthylation.

Une nouvelle analyse bioinformatique (Maxime Gasselin, étudiant en thése) toujours sur les
génomes de référence murin (Mus_musculus. GRCm38) et bovin (BTau UMD 3.1) a été
effectuée (figure 46) dans le but d’observer la répartition des sites CCGG et donc d’analyser
la pertinence de 1’utilisation du LUMA. Les sites CCGG sont le plus souvent retrouvés dans
les régions intergéniques et les introns. Puis viennent les régions promotrices et les exons. Et
pour finir ils sont faiblement retrouvés dans les sites de terminaison de la transcription ainsi
que dans les régions 5’ et 3’UTR (figure 46 A). Les sites CCGG sont donc retrouvés
principalement dans les régions régulatrices, décrite comme étant la cible de la méthylation de
I’ADN. Ce sont les CpG isolés que I’on retrouve le plus sur les sites CCGG, que ce soit dans
le génome murin (84%) ou dans le génome bovin (66%). Puis viennent les flots CpG, régions
du génome dans lesquelles les CpG méthylables sont présents en haute densité, faisant entre
plusieurs centaines et plusieurs milliers de paire de base. Ils s’associent a des éléments
régulateurs et sont principalement retrouvés dans les promoteurs des genes (Smallwood et
Kelsey, 2012). Enfin les sites CCGG les moins représentés sont ceux situés entre 0 et 4kb des
ilots CpG.

Le LUMA cible plutot les régions riches en CpG : des régions régulatrices de I’expression des
genes, des promoteurs, des séquences répétés, des ilots CpG, qui sont plutdt décrite comme
des cytosines fonctionnelles. Ainsi les variations de la méthylation que nous observons en
LUMA concerne plus particulierement des régions impliquées dans la régulation de
I’expression des geénes ce qui est cohérent avec la tissu-spécificité de la méthylation mesurée

méme si la majorité des sites CCGG analysés sont des CpG isolés.

Ces différents tests nous ont permis de déterminer les conditions optimales du LUMA et de
considérer cette technique comme étant robuste. Nous avons donc décidé de la mettre en

ceuvre pour une analyse de I’ensemble des échantillons bovins de notre cohorte. Aucune
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Figure 47 : Méthylation globale de ’ADN des tissus embryonnaires Holstein x Holstein
obtenus par IA a 60 jours de gestation. Le pourcentage de méthylation est d’environ 72%
pour le muscle, 69% pour le cceur, 63% pour le cerveau et 50% pour le foie. Les différences
de pourcentage de méthylation globale entre les tissus embryonnaires sont significatives.
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bibliographie n’a été publiée a ce jour sur la méthylation globale de I’ADN en comparant
différents tissus bovins, seule la détection de la méthylation par électrophoréese capillaire dans
les leucocytes de clones bovins Holstein et Simmental adultes a été effectuée (De Montera et

al., 2010).

1-7) Mesure de la méthylation globale de tissus embryonnaires IA chez le bovin a

60 jours de gestation

Dans un premier temps le LUMA a été appliqué aux tissus embryonnaires obtenus par
IA a 60 jours de gestation, les organes étant mis en place a ce stade. Tous les prélévements
ont été réalisés pour des gestations issues de croisement entre femelles Holstein x males
Holstein (figure 47).
La méthylation globale des tissus embryonnaires varie de 50 a 72% entre le muscle, le cceur,
le cerveau et le foie, formant un gradient de méthylation, du plus méthylé au moins méthylé.
L’ordre décroissant de la méthylation globale est conservé entre la souris et le bovin, sauf au
niveau du cceur et du muscle ou il est inversé. L’effet « tissu-spécifique » de la méthylation
est retrouvé, avec en plus un écart interquartile trés faible dans les différents organes
embryonnaires mesur¢s.
Notre étude portant sur I’impact des modalités de reproduction (insémination artificielle ou
clonage par transfert nucléaire) sur la méthylation des annexes extra—embryonnaires chez

I’espéce bovine, ces tissus ont été analysés en LUMA.

2) Méthylation globale de I’ADN dans des tissus extra-embryonnaires

bovins
D’aprés la littérature, une différence de méthylation entre blastocystes (G7) obtenus
par Fécondation In Vitro (FIV) et ceux obtenus par clonage par transfert nucléaire est décrite

chez le bovin mesurée par immunofluorescence (Santos et al., 2003). Les blastocystes issus de

FIV présentent une hyperméthylation de la masse cellulaire interne (premieres cellules qui
donneront par la suite un embryon) par rapport au trophectoderme (lignée trophoblastique
donnant le placenta). Cette différence de méthylation est estompée dans les blastocystes
obtenus par clonage, accompagnée d’une hyperméthylation du trophectoderme.

Mais que devient le trophectoderme chez les clones apres le stade blastocyste ? Conserve-t-il
son hyperméthylation a des stades plus tardifs de la gestation ? Pour répondre a ces questions,
nous avons mesuré¢ la méthylation globale de I’ADNg dans les tissus issus du lignage

trophoblastique (trophoblaste, chorion et cotylédons) entre 18 et 60 jours de gestation.
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Figure 48 : Taux de méthylation de ’ADN du lignage trophoblastique au cours de la
gestation. Une augmentation de la méthylation au cours de la gestation est observée avec
environ 25% pour le trophoblaste G18, 35% pour le chorion G40 et 45% pour le chorion G60.
En revanche la méthylation diminue pour les cotylédons, environ 30%. Une hyperméthylation
significative des clones (en orange pour les non pathologiques et en rouge pour les
pathologiques) est observée dans le trophoblaste G18 et un dimorphisme sexuel (bleu pour les
males IA et rose pour les femelles IA) dans le chorion G60.
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2-1) Cinétique de la méthylation du lignage trophoblastique au cours de la
gestation

Le trophoblaste a 18 jours de gestation, se différencie au cours du développement en
chorion, puis sur le chorion apparait des bouquets villositaires (cotylédons feetaux) en face des
caroncules (endométre maternel). Les cotylédons s’enfoncent dans les caroncules et forment
des placentomes correspondant a ['unité principale d’échanges feeto-maternels. La
méthylation globale des tissus issus du trophectoderme a été déterminée en utilisant des

ADNg issus de prélévements suivie d’une analyse par LUMA (figure 48).

Dans le trophoblaste a 18 jours de gestation puis dans le chorion a 40 et 60 jours de gestation,
le taux de méthylation de ’ADNg augmente de 25 a 45% environ. A 60 jours de gestation le
chorion et les cotylédons n’ont pas le méme taux de méthylation. En effet, celui du chorion
est autour de 40% et celui des cotylédons autour de 30%. Cette différence est assez étonnante
puisque les 2 tissus sont composés d’une monocouche de cellules trophoblastiques
accompagnée du mésoderme embryonnaire. Les hypothéses sur cette différence de
méthylation entre ces 2 tissus provenant du méme lignage avec une structure tissulaire

identique seront analysées dans le chapitre suivant.

Une augmentation significative de la méthylation des clones est observée dans le trophoblaste
a 18 jours de gestation. Ce résultat tend a confirmer que I’hyperméthylation du

trophectoderme au stade blastocyste (Santos et al., 2003) est conservée a 18 jours de

gestation, avant D’implantation de I’embryon dans ['utérus de la mere porteuse. Cette
augmentation de la méthylation des clones n’est pas retrouvée aprés 1’implantation dans le
chorion et les cotylédons. Il est a noter que le groupe « clone » comporte des feetus normaux
et pathologiques au moment du prélévement. Une tendance a I’hypométhylation des clones
pathologiques est constatée par rapport aux non pathologiques dans le chorion a 40 et 60 jours
de gestation. Comme déja observé précédemment, la méthylation augmente entre 18 et 60
jours de gestation entre trophoblaste et chorion. Les clones pathologiques sont des feetus ayant
arrétés leur développement, ce qui fait penser que le taux de méthylation correspondrait plutot
a un stade plus précoce. Cette hypothese ne peut pas étre vérifiée dans le trophoblaste et dans
les cotylédons, car dans le premier, tous les embryons collectés présentait un développement
normal a 18 jours de gestation et dans le second, seuls les clones non pathologiques a 60 jours

de gestation développent des cotylédons.
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Figure 49 : Méthylation globale de ’ADN des tissus extra-embryonnaires Holstein x
Holstein a 60 jours de gestation. Le pourcentage de méthylation est d’environ 70% pour
I’amnios, 65% pour I’allantoide, 45% pour le chorion et 30% pour les cotylédons. Les
différences de pourcentage de méthylation globale entre les tissus extra-embryonnaires sont
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Quelle méthylation globale observe-t-on sur les autres annexes extra-embryonnaires telles que

I’amnios et ’allantoide ?

2-2) Comparaison du taux de méthylation entre les différentes les annexes
embryonnaires a 60 jours de gestation

A 60 jours de gestation, tous les tissus extra-embryonnaires, amnios, allantoide,
chorion, peuvent étre disséqués et prélevés. Il en est de méme pour les cotylédons : il est aisé
de le désengréner de la caroncule. Ce stade est donc caractéris€¢ par la mise en place
fonctionnelle de I’ensemble des organes et tissus extra-embryonnaires. Tous les prélévements
ont été réalisés pour des gestations issues de croisement entre femelles Holstein x males
Holstein (figure 49). La méthylation globale des tissus extra-embryonnaires varie de 30 a
70%, avec I’amnios et I’allantoide (entre 65 et 70%) hyperméthylés par rapport au chorion et
au cotylédon (entre 30 et 45%). Une différence de 15% de méthylation est observée entre le
chorion et le cotylédon, provenant pourtant du méme lignage cellulaire.
Pour I’amnios, 7 individus sur les 27 analysés présentent une méthylation globale atypique,
car sortant de la boite de dispersion. Les 3 individus les moins méthylés (de 46,71%, 61,91%
et 62,61%) sont des clones pathologiques. Deux autres individus a 63,87 et 66,27% ainsi que
I’individu avec une forte méthylation (73,87%) sont des IA et aucun probléme notable de
développement n’a été relevé au cours des prélévements. C’est simplement de la variabilité

biologique individuelle et nous devons en tenir compte dans nos analyses.

Pour I’allantoide, 2 individus TA males possedent un taux de méthylation trés bas (46,14% et
47,92%). Le développement foetaux-placentaire de ces feetus était normal (en prenant en
considération la taille, le poids et la morphologie du feetus et le développement des
cotylédons) et ne peut expliquer ces valeurs. Au moment du prélévement, 1’allantoide et le
chorion sont fortement associés. Une mauvaise dissection a pu étre commise entrainant une
contamination de [’allantoide par du chorion. Ces 2 points sont enlevés des analyses
suivantes. Un 3™ individu posséde un taux de méthylation trés bas (55,84%). Il fait partie du
groupe des clones pathologiques. Comme nous ne pouvons pas déterminer si ce taux de
méthylation est di a la pathologie du clone ou a un probléme de dissection allanto-

chorionique, le point n’est pas conservé dans 1’analyse.

Dans chacun des tissus extra-embryonnaires analysés, les individus ont ét¢é mélangés sans

tenir compte de leur modalité de production.
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Figure 50 : Taux de méthylation de ’ADN dans ’amnios (A), I’allantoide (B), le chorion
(C) et les cotylédons (D). Aucune différence n’est observée entre IA males (bleu) et femelles
(rose) et entre IA femelles et clones (orange pour les non pathologiques et rouge pour les
pathologiques) pour I’allantoide et les cotylédons. Dans I’amnios une différence significative
du taux de méthylation est observée, IA femelles > IA males et IA femelles > TN. Dans le
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Figure 51 : Taux de méthylation de I’ADN dans les cotylédons en fonction de leurs poids
totaux dans le placenta (A) et leurs poids individuels (B). A) Aucune corrélation n’est
observée entre le pourcentage de méthylation et le poids total des cotylédons sur un placenta.
B) Pour un individu donné, le pourcentage de méthylation ne varie pas en fonction du poids
du cotylédon (cotylédons entre 500 et 1000mg en encadré noir et les cotylédons entre 30 et

60mg en non encadré).



2-3) Méthylation des tissus extra-embryonnaires et placentaires en fonction de la
modalité de production des embryons

Les embryons générés sont obtenus soit par insémination artificielle (IA), soit par
clivage embryonnaire au stade morula aprés IA, soit par clonage aprés transfert d’un noyau
somatique (TN). Les résultats du taux de méthylation des annexes extra-embryonnaires ont
¢été analysés en séparant IA males, IA femelles (les IA comprenant les IA classiques et les
embryons clivés au stade morula) afin de les comparer avec les clones qui sont toutes des
femelles (figure 50). Aucune différence entre les groupes n’est observée dans ’allantoide et
les cotylédons. Néanmoins une tendance a 1’augmentation de la méthylation est observée
dans les cotylédons des clones (tous normaux), les clones pathologiques ne présentant
quasiment jamais de cotylédons, leur développement s’étant arrété avant la mise en place de
cette structure. Une autre tendance a I’augmentation de la méthylation est observée dans le
chorion entre clones et IA femelles. Une augmentation significative de la méthylation est
aussi constatée entre IA males et IA femelles. En revanche dans I’amnios, les IA males et les
clones sont hypométhylés par rapport aux IA femelles. Une tendance a I’hypométhylation des

clones pathologiques est observée pour I’amnios, ’allantoide et le chorion

Une dispersion intragroupe est plus forte pour les cotylédons que pour les autres tissus extra-
embryonnaires. L’écart interquartile dans les cotylédons (6%) est plus élevé que dans le
chorion (4%), I’allantoide (2,5%) et I’amnios (2%). Deux hypothéses peuvent I’expliquer. La
premicre est que la proportion de mésoderme et de trophoblaste dans les cotylédons peut
varier ; la seconde est que la taille des cotylédons prélevés n’est pas constante. Dans les 2 cas,
le développement du cotylédon peut étre incriminé. Pour chaque placenta, le nombre de
cotylédons varie (entre 80 et 100 cotylédons identifiable a 60 jours de gestation ;(Constant,
2006)) et plus ils sont prés du point d’insertion du cordon ombilical du feetus, plus ils sont
gros. Afin de savoir si le taux de méthylation pouvait varier en fonction de la taille du
cotylédon, et donc de son développement, nous avons utilisé des prélévements pour lesquels
les cotylédons ont été collectés individuellement avec un relevé de leur poids. Nous avons
aussi mesuré¢ le taux de méthylation cotylédonaire en fonction du poids total de cotylédons
prélevé sur un placenta (figure 51). Une variation du taux de méthylation de I’ADN des
différents cotylédons est constatée pour chaque individu (figure 51 B), mais n’est pas liée aux
poids cotylédonaires. Par exemple, le pourcentage de méthylation d’un des cotylédons entre
30 et 60mg de I'individu FO510 (environ 62%) est trés différent du pourcentage de

méthylation des 3 autres (entre 35 et 40%). Cette grande variation n’est pas due a un
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Figure 52 : Taux de méthylation de ’ADN dans les cotylédons de 60 a 280 jours de
gestation. Chaque barre d’histogramme correspond au taux de méthylation cotylédonaire
pour un feetus. Les résultats sont présentés par groupe (Holstein IA males, IA femelles, clones
non pathologiques, clones pathologiques), par stade (60, 90 et de 153 a 280 jours de
gestation) et classés par ordre croissant en terme de taux de méthylation. Le taux de
méthylation est d’environ 30% a 60 jours de gestation avec une grande variation inter-
individuelle. A G90 le taux est d’environ 27% et plus homogene pour les 8 feetus analysés
sans distinction entre sexe. Aux stades plus tardifs, le taux de méthylation est de I’ordre de
35%.
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Figure 53 : Méthylation globale de ’ADN des annexes extra-embryonnaires bovines a 60
jours de gestation aprés croisements Holstein x Holstein (en vert), Holstein x Charolais
(en violet) et Bos taurus taurus x Bos taurus indicus (en bleu). Il n’y a pas de variation
importante du pourcentage de méthylation quel que soit le tissu analysé (amnios, allantoide,
chorion et cotylédon) pour les trois types de croisements réalisés. pvalue : * =1a 5 x 10

Holstein TN non pathologique



probléme de manipulation au niveau du LUMA ou de qualité de I’ADNg. Il est probable que
cet échantillon posséde plus de mésoderme que les autres. Le mésoderme ayant été montré
comme fortement positif a la SmC par immunohistologie (chapitre discussion et perspectives),
une forte proportion de mésoderme pourrait expliquer cette hyperméthylation. Cette
explication s’applique aussi a la variation inter-individu du pourcentage de méthylation des
cotylédons. Aucune corrélation n’est observée entre taux de méthylation et poids total au sein

d’un placenta (figure 51 A).

Des cotylédons collectés a des stades de gestation plus tardifs ont été testés. Les effectifs a un
stade donné sont trop réduits pour étre statistiquement analysés (figure 52). En effet, les
gestations des clones sont arrétées en fonction de I’état pathologique et non a un stade précis
puisque I’ensemble des échantillons de cette étude ont été prélevés au cours d’un programme
visant a la naissance des clones. Trés peu de gestations par IA ont été collectées. Néanmoins
I’analyse de ces données permet d’avoir une évaluation de 1’évolution de la méthylation dans

cette annexe extra-embryonnaire au cours de la gestation.

En moyenne, le taux de méthylation de I’ADN dans les cotylédons atteint une phase plateau a
60 jours de gestation. Une légere baisse est observée a 90 jours de gestation (entre 25 et 30%),

puis augmente a des stades plus tardifs (entre 35 et 40%).

Notre étude porte principalement sur la race Holstein mais il est intéressant d’évaluer 1’effet

des croisements inter-races sur la méthylation globale des annexes extra-embryonnaires.

2-4) Comparaison du taux de méthylation entre les différentes races bovines IA
sur leurs annexes extra-embryonnaires a 60 jours de gestation

Le taux de méthylation a été mesuré pour des croisements entre femelles Holstein x
males Charolais et entre femelles Bos taurus taurus (Holstein) x males Bos taurus indicus.
Toutes les gestations ont été obtenues par insémination artificielle (figure 53). Le taux de
méthylation respectif de chaque annexe extra-embryonnaire est conservé quel que soit le
croisement réalisé : Holstein x Holstein, Holstein x Charolais ou Bos taurus taurus x Bos
taurus indicus a quelques exceptions prés. En effet, une augmentation significative de la
méthylation (pvalue de 0,01 a 0,05) est observée dans les chorions Holstein x Charolais
comparé aux chorions Holstein x Holstein et Bos taurus taurus x Bos taurus indicus.
Néanmoins, dans cette étude, nous avons eu accés a un nombre restreint de feetus issus du

croisement Bos taurus taurus X Bos taurus indicus et les différences de méthylation restent
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Figure 54 : Méthylation (A, C et E) et hydroxyméthylation (B, D et F) de ’ADN dans le
trophoblaste a 18 jours (A et B), dans ’amnios (C et D) et dans les tissus embryonnaires
(E et F) a 60 jours de gestation. Aucune différence significative n’est remarquée dans le
trophoblaste a G18 (entre 2 et 4% de méthylation et entre 0 et 0,02% d’hydroxyméthylation)
et dans I’amnios a G60 (entre 2 a 5% de méthylation et entre 0,1 et 0,4%
d’hydroxyméthylation), que ce soit entre IA maéles (en bleu) et IA femelles (en rose) ou entre
IA femelles et clones (non pathologique en orange et pathologiques en rouge). Pour les tissus
embryonnaires, le muscle est a environ 3% de méthylation, le coeur a environ 2% et le
cerveau de le foie autour de 1,5%. Pour les taux d’hydroxyméthylation, le muscle est a
environ 0,05%, le coeur et le cerveau a 0,2% et le foie est proche de 0%.
pvalue : ¥*¥**=13999 x 103, ***=139,99x 104 **=1a9,99x 103, *=1a5x 102



faibles (environ 3%).

Comme nous ’avons mentionné précédemment, le LUMA ne permet pas de distinguer la
méthylation et 1’hydroxyméthylation de I’ADN. Au vu des variations observées (entre
annexes extra-embryonnaires, entre stades de gestation et entre individus (IA males versus [A
femelles, IA femelles versus clones), nous avons souhaité¢ explorer la proportion d’ADN
méthylé et hydroxyméthylé. Comme indiqué dans le chapitre dédi¢ dans le matériel et
méthode, la technique de I’hydroxyméthylation par glycosylation de I’ADNg, digestion par
des enzymes de restriction (Mspl, Hpall et EcoRI) suivi d’un pyroséquengage n’a pas
fonctionné. Nous avons donc opté pour une technique basée sur 1’utilisation d’anticorps

spécifiques de chacune de ces 2 marques.

3) Proportion de méthylation et de d’hydroxyméthylation dans les tissus

présentant un différentiel de méthylation globale

La technique ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ou dosage immuno-
enzymatique utilise un anticorps spécifique soit de la SmC soit de la ShmC. Les échantillons
utilisés sont les tissus embryonnaires a 60 jours de gestation (muscle, coeur, cerveau et foie) et
les tissus extra-embryonnaires présentant des différences significatives entre TA femelles et
clones en LUMA : le trophoblaste a 18 jours de gestation et I’amnios a 60 jours de gestation
(figure 54). L’objectif est de voir si I’hydroxyméthylation pourrait étre responsable des

différences significatives observées précédemment (figure 47, figure 48 et figure 50 A).

Le trophoblaste a 18 jours de gestation n’est quasiment pas hydroxyméthylé (figure 54 B),
avec un pourcentage proche de 0. Par contre il est méthylé entre 2 et 4% avec aucune

différence significative entre les groupes IA males, A femelles et clones (figure 54 A).

L’amnios a 60 jours de gestation est a environ 0,3% d’hydroxyméthylation pour chacun des
groupes, sans différence significative (figure 54 D). La méthylation est entre 2 et 5% sans

différence significative entre les groupes IA males, A femelles et clones (figure 54 C).

Les tissus embryonnaires a 60 jours de gestation analysés sont uniquement des [A. Ils ont un
taux d’hydroxyméthylation entre 0 et 0,1% (figure 54 F) avec une hyper-hydroxyméthylation
significative du muscle et du cerveau par rapport au foie. La méthylation est comprise entre

0,5 et 4%, avec du plus méthylé au moins méthylé, le muscle, le cceur, le cerveau et le foie
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(figure 55 E). Le muscle est significativement hyperméthylé par rapport au cerveau et au foie

et le cceur est hyperméthylé par rapport au cerveau.

Mise a part I’hydroxyméthylation du trophoblaste pratiquement inexistante, celles de I’amnios
et des tissus embryonnaires ont le méme profil que la méthylation respective. Le signal de
méthylation est 300 fois plus important que celui de 1’hydroxyméthylation dans le
trophoblaste, 10 fois plus important dans I’amnios et 60 fois plus important dans les tissus
embryonnaires. L hydroxyméthylation détectée avec un anticorps spécifique est en quantité

négligeable dans tous les tissus étudiés.

Les profils de méthylation obtenus avec la technique ELISA sont similaires aux profils
obtenus avec le LUMA. Une perte de significativité par dosage anticorps spécifique est
remarquée, probablement dii a la variabilité intra-groupe assez forte dans tous les tissus
¢tudiés. Ces résultats sont en accord avec la bibliographie, puisque la technique ELISA est
décrite comme donnant une estimation sommaire des marques mesurées, due a la haute

variabilité des résultats (Kurdyukov et Bullock, 2016).

Au vu des évolutions de la méthylation et de I’hydroxyméthylation, nous avons complété
notre étude en analysant I’expression des génes codant les protéines d’apposition et le
maintien de la méthylation (Dnmf) ainsi que celle d’apposition de I’hydroxyméthylation (7ef),

et voir si une corrélation est observée entre ses 2 analyses.

4) Expression des génes responsables de 1’apposition/maintien de la

méthylation et de I’hydroxyméthylation de ’ADN

L’expression des génes Dnmt et des Tet a été étudiée sur des tissus placentaires: le
trophoblaste a 18 jours de gestation, le chorion a 40 et 60 jours de gestation et les cotylédons

a 60 jours de gestation.

4-1) Cinétique de ’expression des géenes Dnmt et Tet dans les tissus placentaires
au cours de la gestation
Un suivi de D’expression des geénes Dnmt et Tet a été effectué au cours du

développement du lignage trophoblastique de 18 a 60 jours de gestation (figure 55).

Chaque graphique représente le niveau d’expression des génes Dnmt (Dnmtl, Dnmt3a et
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Dnmt3b) et des genes Tet (Tetl, Tet2 et Tet3) dans le trophoblaste a 18 jours de gestation,
dans le chorion a 40 et 60 jours de gestation et dans les cotylédons a 60 jours de gestation.
Aucune différence significative de 1’expression des Dnmt et des Tet n’a été observée entre [A
males et IA femelles et entre IA femelles et clones, que ce soit dans le trophoblaste, le chorion
ou les cotylédons. Une grande dispersion des échantillons est observée dans tous les groupes.
Toutefois on remarque que les génes Tet et Dnmt ont une tendance a étre sous exprimés chez
les clones pathologiques par rapport aux autres femelles (IA ou clones non pathologiques)
dans tous les tissus, a I’exception du géne Dnmt3a dans les cotylédons a 60 jours de gestation

et du géne Tet3 dans le chorion a 60 jours de gestation.

4-2) Niveau d’expression des genes Dnmt et Tet dans les tissus placentaires au
cours de la gestation

Comme aucune différence significative entre IA males, IA femelles et clones n’a été
observée, les échantillons ont été regroupés pour mener une analyse pour un tissu et un stade
de gestation donné (figure 56). Ces graphiques nous montrent les différents profils
d’expression des génes Dnmt et Tet dans le lignage trophoblastique de 18 a 60 jours de
gestation. En premier lieu, I’efficacité d’amplification des couples d’amorces utilisés pour la
RT-PCR quantitative étant du méme ordre (de 91 a 111% pour I’expression des génes Dnm¢
et de 94 a 107% pour I’expression des genes 7Tef), il nous est possible de conclure que les
genes Dnmt sont plus fortement exprimés que les génes Tet : les génes Dnmt sont de 4 a 6 fois
plus exprimés quelque soit le tissu ou le stade considéré. Ensuite, bien que n’ayant pas les
mémes valeurs d’expression, un profil se dessine pour les génes Dnmtl, Dnmt3b et les génes
Tetl et Tet2 : avec une faible expression dans le trophoblaste a 18 jours de gestation, qui
augmente dans le chorion a 40 jours de gestation (environ 2 fois) puis diminue dans le chorion
a 60 jours de gestation. Les cotylédons a 60 jours de gestation présentent une expression 2 a 4
fois plus forte que dans le trophoblaste. Ce profil d’expression ne s’applique pas aux genes
Dnmt3a et Tet3. L’expression de Dnmt3a a un profil d’expression spécifique avec une
expression forte dans le trophoblaste puis une diminution observable a 40 et 60 jours de
gestation dans le chorion (2 fois moins d’expression que dans le trophoblaste a 18 jours de
gestation). L’expression de Dnmt3a est aussi 1,5 fois plus forte dans les cotylédons a 60 jours
de gestation que dans le chorion. Enfin le profil d’expression de Tet3 est aussi particulier avec
une faible expression dans le trophoblaste, puis une expression 3 fois plus forte dans le
chorion a 40 et 60 jours de gestation puis 2 fois plus d’expression dans les cotylédons G60

que dans le chorion.
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Figure 57 : Expression des génes Dnmt (A) et Tet (B) chacun regroupés dans un des tissus
issus du lignage trophoblastique de 18 a 60 jours de gestation. A) Aucune différence
d’expression des Dnmt n’est observée dans le chorion a G40, avec un niveau d’expression
autour de 16 et dans les cotylédons a G60, avec un niveau d’expression autour de 20. Dans le
trophoblaste a G18 et dans le chorion a G60, les différences d’expression entre Dnmtl,
Dnmt3a et Dnmt3b sont significatives, avec un niveau d’expression Dnmt3b < Dnmtl <
Dnmt3a. B) Dans le trophoblaste, 1’ordre d’expression est Tet3 < Tet2 < Tetl avec une
différence significative entre Tet/ et Tet3 et un niveau d’expression entre 0,5 et 2,5. Aucune
différence d’expression des Tet n’est observée dans le chorion a G40 avec un niveau
d’expression entre 2 et 5. Dans le chorion a G60, I’ordre d’expression est Tet! < Tet2 < Tet3
avec une différence significative entre 7et/ et Tet3 et un niveau d’expression entre 1 et 5.
Dans les cotylédons a G60, I’ordre d’expression est Tet! < Tet3 < Tet2 avec une différence
significative entre Tetl et Tet2 et entre Tetl et Tet3 et un niveau d’expression entre 2,5 et §,5.
pvalue : ****=13999x 10>, *=1a5x 102



Nous avons représenté les données en comparant pour un tissu donné a un stade de gestation
donné I’expression des différents génes (figure 57). Chacune des familles de génes analysées
est regroupée afin d’observer 1’expression relative de chacun des génes au sein d’'un méme
tissu a un stade donné. Dans le trophoblaste a 18 jours de gestation, une expression dans
I’ordre croissant des génes Dnmt3b, Dnmtl et Dnmt3a est remarquée de maniere significative.
En ce qui concerne les geénes Tet, seul Tet! est significativement surexprimé par rapport a
Tet3, avec Tet2 entre les 2. Dans le chorion a 40 jours de gestation, aucune différence n’est
relevée, ni pour les génes Dnmt, ni pour les génes Tet. Par contre dans le chorion a 60 jours de
gestation, une expression dans 1’ordre croissant des geénes Dnmt3b, Dnmtl et Dnmt3a est
remarquée de maniere significative, tout comme a 18 jours de gestation. Le geéne Tet! est
significativement sous-exprim¢ par rapport au geéne 7et3, avec le géne Tet2 entre les 2. Enfin,
dans les cotylédons a 60 jours de gestation, aucune différence d’expression n’est relevée pour
les génes Dnmt. En revanche, le gene Tet! est significativement sous exprimé par rapport au

gene Tet3 et encore plus par rapport au gene Ter2.

La protéine DNMT]1 étant une enzyme de maintien de la méthylation de I’ADN pendant la
réplication dans toutes les cellules d’un organisme, il est logique de la retrouver dans tous les
tissus étudiés a un niveau d’expression plutot stable si on la compare a nos autres génes
exprimés. En revanche les différences d’expression des génes Dnmt3a et Dnmt3b sont plus
surprenantes sachant que leur role a toutes les 2 est I’apposition de la méthylation de novo.
Cependant il a ét¢ montré, par I’intermédiaire de souris transgénique KO pour DNMT3a ou
DNMT3b ou les 2, que DNMT3a s’occupe plus des séquences critiques pour le
développement tardif de I’embryon et que DNMT3B cible plus de génes importants lors du
développement précoce de I’embryon, ainsi que les séquences dites « satellites » (type de

séquences répétées) au niveau des centroméres (role au niveau de la stabilité du chromosome)

(Okano et al., 1999). Cela pourrait étre une des raisons des différences importantes observées

entre I’expression de ses 2 génes dans certains tissus.

Comme remarqué précédemment, les cotylédons expriment fortement les Dnmt et les Tet. Le
cotylédon est la partie foetale trés fortement liée a une caroncule, structure endométriale
maternelle, le tout formant un placentome. Tous les prélévements étant effectués par
dissection mécanique des 2 compartiments (foetal et maternel), nous avons voulu vérifier que
le profil d’expression des geénes Dnmt et Tet détecté dans les cotylédons n’est pas du a une

contamination par du tissu caronculaire.
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Figure 58 : Expression des génes Dnmt (A, B, C, G, H, ) et Tet (D, E, F, J, K et L) dans les
caroncules (A a E) et ’intercaroncule (G a L) a 60 jours de gestation. Aucune différence
significative de 1’expression des genes Dnmt et Tet n’a été observée dans les caroncules et
I’intercaroncule entre les IA et les clones. Dans les caroncules, Dnmtl et 3a (A et B) sont
exprimés a un niveau d’expression d’environ 4. Dnmt3b (C) est plus exprimé, avec un niveau
entre 0 et 11. Tet/ (D) a un niveau d’expression d’environ 1, 7et2 (E) entre 1 et 4 et Tet3 (F)
entre 0 et 6,5. Dans les 6 graphiques des caroncules (A a F), les clones pathologiques ont
tendance a étre sous exprimés par rapport aux clones non pathologiques et aux IA. Dans
I’intercaroncule (G a L) I’expression des Dnmt et des Tet est égale ou proche de 0. Les clones
non pathologiques et pathologiques sont confondus dans le groupe clone (TN) des différents

graphiques, ils n’apparaissent donc pas de fagon visible.



4-3) Expression des génes Dnmt et Tet dans les tissus maternels a 60 jours de
gestation
Le niveau d’expression des Dnmt et Tet dans les caroncules, ainsi que dans le tissu maternel
intercaronculaire a été testé¢ sur un petit nombre d’échantillons disponibles issus de gestation

aprés IA et clonage (figure 58).

Dans le tissu maternel caronculaire étroitement li¢ au tissu cotylédonaire feetal, les génes
Dnmt (figure 58 A a C) sont trés peu exprimés (de 2 a 4 fois moins que dans les cotylédons).
Quant aux geénes Tet, Tetl (figure 58 D) est environ 4 fois moins exprimé, 7et2 (Figure 58 E)
2 fois moins exprimé et Ter3 (figure 58 F) a le méme niveau d’expression, si I’on compare

avec I’expression des génes dans les cotylédons.

L’expression des Dnmt et des Tet est proche ou égale a 0 dans le tissu maternel inter-

caronculaire (figure 58 G a L) en contact avec le chorion du placenta.

Dans les caroncules, une tendance a la sous-expression des génes d’apposition de la SmC et
de la ShmC est remarquée chez les clones pathologiques par rapport aux clones non

pathologiques et aux IA.

Ces données démontrent que les profils d’expression des génes Dnmt et Tet observés dans les
cotylédons sont bien spécifiques de ce tissu et ne sont pas dus a une contamination par du

tissu caronculaire maternel.
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Figure 59 : Représentation des résultats du devenir de la méthylation et de
I’hydroxyméthylation de I’ADN dans le lignage trophoblastique. Reprise de la figure 13
afin de regrouper tous les résultats. Il est donc plus simple de les visualiser pour les exploiter.



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La premicre question posée dans ce travail est le devenir épigénétique du lignage
trophoblastique au cours de la gestation chez le bovin.
Au cours du développement embryonnaire, le trophoblaste est le premier tissu a se
différencier. Au stade blastocyste, les cellules trophoblastiques entourent les cellules de la
masse interne (CMI), pluripotentes. Chez la souris et le bovin, le trophoblaste est décrit

comme hypométhylé par rapport aux CMI (pour le bovin, Santos et al., 2003) au stade

blastocyste. L’hypométhylation du trophoblaste serait garante de la possibilité d’une
expression d’une large gamme de génes au cours de la gestation. En effet, les fonctions
placentaires sont multiples et nécessitent I’expression de génes intervenant dans de nombreux
processus : fonctions d’échanges placentaires, de sécrétion d’hormones et de barriere
immunologique. Au contraire dans les CMI, I’hyperméthylation d’un grand nombre de geénes
permettrait une inhibition de leur expression tout en favorisant celles des génes hypométhylés,

impliqués dans la pluripotence (Nanog, Pou5f1 (Oct4), Sox2) (Pfeffer and Pearton, 2012).

A partir de 7 jours de gestation, le conceptus bovin subit une €élongation associée a une
croissance du trophoblaste qui se tapisse de mésoderme primitif embryonnaire jusqu’a
I’implantation. A 20-21 jours, un repliement du trophoblaste permet la formation de
I’amnios. Au-dela de ce stade, le trophoblaste devient chorion. Les différents stades analysés
(18, 40 et 60 jours de gestation) permettent un suivi de la mise en place de ces tissus extra-
embryonnaires.

Au cours de ce travail, nous avons étudi¢ la méthylation globale de ces différents tissus par la
technique du LUMA. A 18 jours de gestation, le trophoblaste présente un taux de méthylation
d’environ 25% (figure 59). Par immunohistofluorescence en utilisant un anticorps anti-SmC
(étude effectuée au laboratoire par Michel Guillomot), aucune cellule n’est marquée a ce
stade. La sensibilit¢ de 1’anticorps anti-SmC ne permet probablement pas la détection de la
faible quantit¢ de méthylation observée dans ce tissu. A ce stade, le géne Dnmt3a est
fortement exprimé par rapport aux genes Dnmtl et Dnmt3b. La faible méthylation observée
pourrait étre due a 1’action de DNMT3a. La balance d’expression des geénes Dnmt3a et
Dnmt3b semble spécifique non seulement de I’espéce bovine mais aussi du trophoblaste. En

effet, chez la souris, les génes Dnmt3a et Dnmt3b sont faiblement exprimés jusqu’a

I’implantation (Watanabe et al., 2002). Par ailleurs, Golding et al démontrent une balance

d’expression inversée dans le blastocyste bovin (Dnmt3a < Dnm3b) (Golding et Westhusin,

2003).
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Figure 60 : Immunohistofluorescence de la méthylation (A, C et E) et de
I’hydroxyméthylation (B, D et F) de ’ADN dans les placentomes bovins obtenus par IA a
60 jours de gestation (A et B) et a terme (C et D) ou obtenus par clonage par transfert de
cellules somatiques adultes a terme (E et F). A), C) et E) Les images combinent le
marquage de I’ADN par du DAPI (en bleu) avec le marquage de la SmC (en rouge)
accompagné d’un marquage des cellules binucléées (en vert) pour le placentome 1A a 62 jours
de gestation (A). La SmC est marquée dans les cellules du mésoderme villositaire (mes), dans
I’épithélium des cryptes utérines (eu) et dans le stroma (st). Par contre, une absence de
marquage SmC est observée dans le trophoblaste (t) et dans les cellules binucléées. Le
marquage ne change pas d’un stade a I’autre et d’'une modalité a 1’autre. B), D) et F) La ShmC
est marquée du coté utérin et chorionique. Le marquage ne change pas d’un stade a I’autre et
d’une modalité a I’autre. Barre d’échelle = 50pum .



L’hydroxyméthylation, mesurée par la méthode ELISA ou par
immunohistofluorescence (utilisation d’un anticorps anti-ShmC) est quasiment nulle. Par
ailleurs, 1’expression des geénes Tet est trés faible. Cette marque est donc trés peu représentée

dans le trophoblaste a ce stade.

Au sein du lignage trophoblastique, la méthylation globale de ’ADN augmente entre 18 et
60 jours de gestation: de 25% dans le trophoblaste a 18 jours, elle passe a 35% dans le
chorion a 40 jours, 45 % dans le chorion et 70% dans 1’amnios a 60 jours (figure 59). I1 est
généralement admis que plus un tissu est différencié, plus il est méthylé. L’amnios est trés
méthylé, peut-étre parce que ce tissu a un role bien défini alors que le chorion a des rdles
multiples bien distincts (évoqués précédemment). L hydoxyméthylation est présente en petite
quantité dans I’amnios, 10 fois moins que la méthylation (ELISA).

Dans le chorion, I’expression des Tet reste faible, que ce soit a 40 ou a 60 jours de gestation.
En revanche, I’expression des génes Dnmt est plutot forte a 40 jours de gestation puis diminue
légérement a 60 jours de gestation, selon le géne analysé (figure 59). Alors que I’expression
des génes Dnmt est forte, peu de méthylation est détectée dans le chorion. Cette apparente
incohérence pourrait s’expliquer soit par des régulations de la traduction des ARNm en
protéine, soit par la stabilité¢ des protéines ou soit par de leur localisation nucléaire.

Les cotylédons sont formés par le repliement du chorion en bouquets villositaires, face aux
caroncules de la paroi utérine, entre 40 et 60 jours de gestation. L’association d’un cotylédon
et d’une caroncule forme un placentome. Le taux de méthylation des cotylédons a 60 jours de
gestation est d’environ de 30%. Une différence significative du taux de méthylation globale
entre le chorion et les cotylédons est observée malgré leur appartenance au méme lignage. Ce
différentiel de méthylation peut étre relié aux rdles respectifs de ces deux structures, les
cotylédons étant plus sollicités que le chorion pour les échanges gazeux et nutritionnels foeto-
maternel et la sécrétion d’hormones. Au laboratoire, Michel Guillomot a déterminé la
distribution des 2 marques, SmC et ShmC, sur les coupes de placentomes bovins (gestation
aprés IA ou clonage) a différents stades de gestation (figure 60). Pour chacune des marques
¢tudiées, le marquage est nucléaire. Le stade de gestation ainsi que la modalité (IA ou
clonage) ne changent ni la localisation nucléaire ni I’intensité intra-tissulaire du marquage. La
méthylation (en rouge, figure 60 A, C et E) est présente dans 1’épithélium utérin des cryptes
caronculaires, ainsi que dans le mésoderme du chorion. En revanche, aucun marquage n’est
détecté¢ dans les cellules trophoblastiques du chorion, qu’elles soient mononucléées ou

binucléées (en vert, figure 60 A). Dans les cellules marquées, le signal nucléaire est sous
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forme granulaire avec une localisation précise et compacte. Ces résultats de distribution
cellulaire de la méthylation nous améne a penser que le taux de méthylation détecté dans le
chorion et les cotylédons par LUMA est majoritairement localisé dans les noyaux des cellules
mésodermiques associées a ces tissus. L’hydroxyméthylation (en vert, figure 60 B, D et F)
est présente dans tous les tissus du placentome, avec une intensité plus ou moins forte. Le
marquage est plus fort dans 1’épithélium utérin et le mésoderme chorionique et moins fort
dans le trophoblaste chorionique. Dans les cellules marquées, le signal nucléaire est plutot
diffus. Un marquage aussi net en hydroxyméthylation est plutdt étonnant, sachant que c’est
une marque décrite comme faiblement représentée dans les différents tissus autres que le
cerveau et les cellules souches embryonnaires. Nous observons que la ShmC est 10 fois plus
faible par ELISA que la 5mC dans nos échantillons. Selon Calabrese et al, ’anticorps anti-
ShmC utilisé est particulierement affin pour la ShmC et le signal obtenu est toujours tres fort

méme en présence d’une faible quantité de ShmC (Calabrese et al., 2014). La spécificité de

cet anticorps a aussi parfois €té remise en question (communication orale de S. Kriaucionis et

(Kriaucionis and Heintz, 2009)).

Dans les cotylédons, une forte dispersion intra-groupe du taux de méthylation globale a été
spécifiquement observée. A 60 jours de gestation, il est aussi observé que les cotylédons
peuvent étre plus ou moins développés en fonction de leur position par rapport au cordon
ombilical, et posséder plus ou moins de mésoderme : le marquage SmC dans les cotylédons
¢tant fort dans le mésoderme et quasiment inexistant dans le trophoblaste (figure 60 A). Une
¢tude du taux de méthylation en fonction de la taille et aussi du nombre de cotylédons au sein
d’un placenta a été effectuée. Le taux de méthylation n’est corrélé ni a la taille, ni au nombre
total de cotylédons sur un placenta. La proportion de mésoderme dans les cotylédons pourrait
varier et expliquer cette variation de méthylation. La méthylation globale des cotylédons aux
stades tardifs de la gestation a aussi été analysée. La méthylation atteint une phase plateau a
60 jours de gestation, diminue légérement a 90 jours de gestation et augmente a nouveau aux
stades les plus tardifs. La diminution a 90 jours de gestation ne s’explique pas et nous n’avons
pas assez d’échantillons pour étre surs de nos résultats. C’est aussi valable pour les stades les
plus tardifs. La méthylation semble augmentée avec le développement des cotylédons. Nous
observons que les niveaux d’expression des génes Dnmt et Tet sont élevés dans les cotylédons
en comparaison avec les autres tissus (figure 59). En analysant I’expression des genes Dnmt
et Tet dans les caroncules, nous montrons que I’expression des geénes la machinerie
épigénétique y est relativement faible et ne peut en aucun cas expliquée les taux observés

dans les cotylédons par une simple contamination.
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Au vu de I’expression des Tet et des images d’immunohistofluorescence, il serait judicieux de
doser la ShmC dans les cotylédons et dans le chorion. La méthode ELISA que nous avons
utilisée présente des inconvénients nous amenant a chercher une nouvelle technique d’analyse
de I’hydroxyméthylation globale. A court terme, il serait possible d’utiliser un autre kit
ELISA (Global 5-hmC Quantification, Active Motif). Ce kit préconise la préparation des
ADNg avant le dépdt sur plaque (dénaturation 10 min a 98°C) absente du kit ELISA utilisé
dans nos analyses. Une autre possibilité serait de poursuivre la mise au point d’une analyse

associant glycosylation, digestion enzymatique et pyroséquencage.

L’allantoide est issue de I’endoderme et du mésoderme embryonnaire. Le taux de
méthylation globale est d’environ 65%. Cette hyperméthylation peut étre expliquée comme
pour I’amnios, par une différenciation trés spécifique du tissu qui a pour seule fonction le
stock et la gestion des déchets du feetus.

Enfin nous soulignerons que le taux de méthylation observé dans chacun des 4 tissus extra-
embryonnaires est trés conservé, méme apres croisement de différentes races de vaches. Une
telle conservation du taux de méthylation des différents tissus extra-embryonnaires suggere
un role majeur et spécifique de cette marque épigénétique dans le contréle du fonctionnement
du génome dans les tissus.

L’expression des genes Tet et Dnmt n’est pas toujours cohérente avec les taux de SmC ou de
ShmC détectés par LUMA et ELISA. Par exemple dans le chorion, le taux de méthylation est
faible avec une expression forte des génes Dnmt, alors que dans les caroncules, le taux de
méthylation est fort avec une faible expression des genes Dnmt. 11 est possible d’imaginer que
les ARNm Dnmt ne sont pas traduits en protéines, mais stockés dans le chorion. Le faible taux
de protéines actives pourrait étre alors corrélé au faible taux de méthylation. A I’inverse, dans
I’épithélium utérin, les ARNm Dnmt seraient immédiatement traduits en protéines actives, ce
qui expliquerait le taux de méthylation. Dans la littérature, peu de données concernent la
relation entre I’expression génique et protéique pour ces génes. Une étude de 1’expression des
génes Dnmt3a et Dnmt3b a été effectuée en regard de la production des enzymes DNMT3A et
DNMT3b dans 'utérus bovin avant et pendant I’implantation (O’Doherty et al., 2016). Dans

ce tissu, il est aussi montré que 1’expression de ces génes n’est pas corrélée positivement avec
les quantités d’enzymes retrouvées dans le méme tissu.

11 serait donc important de doser les taux de protéines DNMT et TET dans les tissus extra-
embryonnaires. Pour cela il est possible de mettre en ceuvre des analyses soit par

immunohistofluorescence soit par Western blot. Il existe des anticorps anti-DNMT et anti-
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TET. Développés contre les protéines humaines ou murines, ils ne présentent pas forcément
des caractéristiques permettant une utilisation chez le bovin. Nous en avons testés plusieurs
qui & ce jour ne donnent pas de résultats satisfaisants. Il est tout de méme important de
poursuivre nos efforts de recherche d’anticorps utilisables (voir ceux utilisés par O’Doherty et
al., 2016).

Nous montrons aussi une différence du taux de méthylation entre les IA males et les A
femelles qui n’est vraiment significative que dans 1’amnios et le chorion a 60 jours de
gestation. Ces différences entre placentas de feetus males et de feetus femelles sont aussi

décrites chez d’autres especes (Gabory et al., 2013). Les premiéres divisions cellulaires sont

plus rapides dans un embryon femelle que dans un embryon male chez la souris et le bovin.
Une étude chez le bovin montre que 1/3 de I’expression génique au stade blastocyste est

différente chez les males et les femelles (Bermejo-Alvarez et al., 2010). De plus, au stade

blastocyste aprés FIV, I’expression de Dnmt3a et Dnmt3b (méthyl-transférase de novo) est

plus forte chez les males que chez les femelles (Bermejo-Alvarez et al., 2007). Mais aux
stades plus tardifs que nous avons analysés, l’expression des génes Dmnmt n’est pas
significativement différente entre males et femelles.

Pour étudier le dimorphisme sexuel dans le chorion et I’amnios, il serait intéressant d’analyser
les régions différentiellement méthylées et d’identifier les geénes associés. Des analyses
complémentaires d’expression génique et de méthylation par une méthode gene candidat

(bisulfite-PCR-pyroséquencage) pourraient &tre proposées.

La seconde question posée au cours de ce travail est I’effet de la reprogrammation
épigénétique nécessaire a I’obtention des clones sur les tissus extra-embryonnaires.
Afin d’analyser I’effet de la reprogrammation, les tissus extra-embryonnaires des clones
femelles obtenus par transfert du noyau somatique de la vache 5538 dans un ovocyte énucléé
sont comparés a ceux des individus obtenus par IA a 18, 40 et 60 jours de gestation. Notre
hypothése est que des erreurs de reprogrammation épigénétique du noyau somatique, en terme
de méthylation, pourraient entrainer au cours de la gestation le développement de pathologies
placentaires associ¢es au syndrome du gros veau. De telles perturbations pourraient étre
d’amplitude variable ou atteindre des régions différentes ce qui pourrait contribuer a la grande
variabilité de développement observée entre feetus clonés.
Dans I’ensemble des analyses que nous avons conduites, nous n’avons observé un différentiel
de méthylation que dans le trophoblaste a 18 jours de gestation et dans I’amnios a 60 jours de

gestation, qui se traduit par une hyperméthylation importante du trophoblaste et une
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hypométhylation de I’amnios, chez les clones. Systématiquement pour tous les clones
pathologiques, nous trouvons une hypométhylation par rapport aux clones non pathologiques
(allantoide, amnios et chorion a 60 jours de gestation). L’expression des génes Dnmt et Tet est
plus faible dans les clones pathologiques que dans les clones non pathologiques. Par contre en
terme de quantité de ShmC (ELISA), d’expression des génes Dnmt et Tet (RT-PCRq), et de
localisation de la 5SmC et de la ShmC (immunofluorescence), aucune différence n’a été
observée entre IA et clone.

Pour tous les clones pathologiques analysés une hypométhylation a été observée dans
différents tissus, associée a une diminution de I’expression des genes Dnmt et Tet. Dans ce
cas, les foetus présentaient tous un arrét du développement a un stade antérieur au stade de
prélevement. Il est néanmoins difficile de déterminer si I’hypométhylation est une cause ou
une conséquence de cet arrét de développement.

L’hyperméthylation des trophoblastes a 18 jours de gestation des clones pourrait étre une
perturbation résiduelle de la reprogrammation épigénétique du noyau somatique, comme

constaté par (Santos et al., 2003) au stade blastocyste. De plus, les embryons clonés sont

hyperméthylés par rapport aux embryons obtenus par FIV, de mani¢re globale
(immunofluorescence) et de manicre séquence spécifique (séquence satellite) (Zhang et al.,
2016). Par contre, les auteurs démontrent une absence totale de ShmC chez les clones en
immunofluorescence. Nous avons aussi observé une grande variabilité de méthylation (de 22
a 37%) entre conceptus cloné qui pourrait étre un reflet de la variabilit¢ de compétence du
développement. En effet, la période d’implantation est critique pour les conceptus issus du

clonage avec plus de 45% de perte (figure 22 et Heyman, 2005).

Aux stades plus tardifs, la plupart des études sont menées sur des genes candidats, en
particulier sur des génes soumis a I’empreinte parentale. Ces génes jouent un role critique
dans le développement placentaire, plus précisément dans la régulation de la croissance du
feetus a travers les échanges nutritionnels feeto-maternels. Le syndrome du gros veau est
associ¢ a la dérégulation de la méthylation d’une région du controle de I’empreinte parentale
(KecDMR1) (Chen et al., 2013). Néanmoins, les données rapportent soit une hypométhylation
(DMR de SNRPN, IGF2R (Smith et al., 2012)) soit une hyperméthylation (Dindot et al.,
2004) soit un état mosaique de ’ADN (Kang et al., 2002). Ces données soulignent les effets

stochastiques de la reprogrammation nucléaire. Une étude pangénomique de la méthylation de
I’ADN tente de mettre en évidence des altérations de cette méthylation par la méthode de

MedIP-Seq (Su et al., 2014). Les auteurs démontrent une hypométhylation dans les

placentomes de clones dans les régions géniques, sans modification de I’expression des génes
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analysée par (ARN-Seq). Cependant, les auteurs utilisent des prélévements de placentomes a
terme et ne précisent pas si une séparation des compartiments feeto-maternels a été effectuée.
L’hétérogénéité du prélevement pourrait nuire a I’interprétation des résultats.

Des trophoblastes a 18 jours de gestation et du chorion a 40 et 60 jours de gestation ont été
analysés en MedIP-Seq au laboratoire. L’analyse des données brutes est en cours, afin de
détecter les séquences différentiellement méthylées entre IA et clones et ensuite valider ces
analyses par pyroséquengage sur des génes candidats.

D’autres marques ¢épigénétiques peuvent étre impliquées dans la perturbation de la

reprogrammation par le clonage, notamment les miARN (Hossain et al., 2014). C’est la

premiére étude qui fournit un aper¢u pangénomique de I’expression des miARN dans le
placenta bovin. Les expressions de 377 miARN ont été analysées a 60 jours de gestation en
comparant un mélange d’allanto-chorion et de cotylédons issus d’IA (n=3), de FIV (n=3) et
de clones (n=3). Chez les clones, il est trouvé une augmentation de 4 miARN et une
diminution de 204 miARN par rapport aux deux autres modes de production d’embryons. Les
cibles potentielles de ces miARN n’ont pas été déterminées.

Nous avons pris le soin de séparer les différents tissus extra-embryonnaires au cours des
prélevements et nous montrons des différences significatives du taux de méthylation. Nos
données et celles de la littérature soulignent la nécessité d’étendre nos analyses au niveau des
modifications des histones et des miARN, puisque ces marques épigénétiques peuvent étre
aussi perturbées lors de la reprogrammation

Les modifications post-traductionnelles des histones ¢étant trés impliquées dans la
différenciation des tissus, une étude par immunofluorescence pourrait étre intéressante afin de
voir dans quels tissus et dans quelles cellules les marques répressives et permissives se
positionnent et si il y a une cohérence entre I’ensemble des modifications : la méthylation,
I’hydroxyméthylation, I’expression des génes Dnmt et Tet et la présence des protéines issues

de I’expression.

85






ANNEXE : Liste des échantillons de la cohorte bovine et utilisations

numéro bovin Holstein x Holstein

stade tissu sexe modalité TOVIA RT-PCRq ELISA
F-E123A F-E123A
F-E123B FE123 F-E123B
F-E123D F-E123D F-E123D
F-E109A F-E109A
F-E109B F-E109B
F-E109D F-E109 F-E109D
F-E109E F-E109E
F-E129D F-E129D F-E129D
F-E129E F-E129E
Male TEE 1 stade 4 TEE 1 stade 4
TEE 2 stade 4 TEE 2 stade 4
TEE 4 stade 4 TEE 4 stade 4
TEE 5 stade 4 TEE 5 stade 4
FO413 FO413 FO413
IA F1099 F1099 F1099
F-E137 F-E137 F-E137
F-E124
F-E128 F-E128A
F-E128B F-E128B
F-E123C F-E123C
F-EO58
G18 | Trophoblaste TEE stade 4 TEE stade 4
F1093
F1094 F1094 F1094
F-E125 F-E125
F-EO59A
F-EO59B
F-E118A F-E118A
F-E118B F-E118B
F-E141A F-E141A F-E141A
F I F-E116B F-E116B
emetie F-EL19
F-E115A F-E115A
F1104 F1104 F1104
F1107 F1107 F1107
™ F-EO83A F-EO83A
F-EO88 F-EO88
F-E110 F-E110
F-E121A F-E121A
F-E142 F-E142 F-E142
F-E146 F-E146
F-E148 F-E148 F-E148

TEE 784 stade 4

TEE 784 stade 4
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numéro bovin Holstein x Holstein

stade tissu sexe modalité
LUMA RT-PCRq ELISA
F0318 F0318
FO436 F0436
FO540 FO540
F0524 F0524
Male FO742 FO742
FO705 FO705
FO730 FO730
FO655
FO744
A FO811
F0209 F0209
FO701 FO701
G40 Chorion F0642 F0642
FO0636 FO0636
FO530 FO530
F0635
FO700
Femelle F-E080 F-E080
F-E107 F-E107
F-E139 F-E139
F-E069 F-E069
F-EOQ87 F-EQ87
TN F0235
FO0534 FO534
FO142 FO142
F-E065 F-E065
F0510 FO510
M| F0422 F0422
ae F0612
F0721 F0721
F0840
1A F0833 FO833
F0615 FO615
F097
F0419
G60 Chorion F0640
F0835
F0838
Femelle FO731 F0731
F0734 FO734
F-E062 F-E062
™ F-E034A F-E034A
FO704 FO704
F-E023
F-E030 F-E030
F-E074 F-E074
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stade

tissu

sexe

modalité

numéro bovin Holstein x Holstein

LUMA

RT-PCRq

ELISA

G60

cotyledon

Femelle

F-E098

F-E098

F-E100

F-E100

F-E101

F-E101

F0510

FO510

F-E065

F-E065

F0422

F0612

FO0721

F-E097

F-EQ97

F0551

FO551

F0615

FO615

F0833

FO833

F0419

F0640

F0835

TN

F-E034

F-EO34

FO731

FO731

FO734

FO734

F-E062

F-E062

F-E074

F-EO74

plus de cotyl

F-E023

D60

Allantoide

Male

Femelle

F-E101

F-E100

F0510

F-E098

F-E065

F0612

FO0721

F0422

F-E097

F0551

F0833

F615

F0419

F0640

F0835

TN

FO731

FO734

F-E034

F-E062

FO704

F-E074
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numéro bovin Holstein x Holstein

stade tissu sexe modalité TOMIA RT-PCRq ELISA
F-E098 F-E098
F-E100 F-E100
F-E065 F-E065
F0510 F0510
Male F-E101 F-E101
F0422 F0422
F0840 F0840
F0721 F0721
1A F0612 F0612
F0615 F0615
F0833 F0833
F-EQ97 F-EQ97
F0551 F0551
G60 Amnios F0640 F0640
F0419 F0419
F0835 F0835
F0838 F0838
F I FO734 FO734
emetie FO731 FO731
F-EO34A F-EO34A
F-E062 F-E062
™ FO704 FO704
F-E023A F-EO023A
F-E023B F-E023B
F-E030
F-EQ74A F-EQ74A
F-EO74B F-EO74B
FO510 FO510
F0O98 F0O98
F100 F100
Male F101 F101
F-EO65 F-EO65
FO612
FO840
G60 Muscle Al F0791
FO551 FO551
FO615 FO615
Femelle FO833 F0O833
FO419
FO835
FO838
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numéro bovin Holstein x Holstein

stade tissu sexe modalité TOMIA RT-PCRq ELISA
FO510 FO510
F098 F098
F-EO65 F-EO65
Male F0840
F0721
F0422
Coeur FO612
FO551 FO551
FO615 FO615
Femelle FO833 FO833
FO640
FO838
FO835
FO510 FO510
FO98 F098
F100 F100
Male F101 F101
F-E065 F-E065
F0612
Cerveau F0840
FO721
G60 IA FO551 FO551
FO615 FO615
Femelle F0833 FO833
F097 F097
FO835
F0838
FO510 FO510
FO98 F098
F100 F100
Male F101 F101
F-E065 F-E065
F0422
F0612
Foie FO840
FO551 FO551
FO615 FO615
FO833 FO833
Femelle F097 F097
FO419
FO640
FO835
FO838
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stade

tissu

sexe

race

modalité

LUMA

G60

Chorion

Femelle

Cotylédon

Femelle

Allantoide

Femelle

Holstein X Charolais

F6160

F0529

F0531

F0532

F4167

F0538

F0536

F0535

F0430

F2362

F0428

F002

F0449

F0578

F0622

F2033

F0430

F2362

F0229

F0428

F0460

F0461

F0625

F0629

F6160

F002

F0529

F0531

F0532

FO0578

F2033

F4167

F0622

FO536

F0461

F0625

F0629

F2362

F0430

FO428

F0460
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stade

tissu

sexe

race

modalité

LUMA

G60

amnios

Femelle

Holstein X Charolais

Chorion

Femelle

cotylédon

Femelle

allantoide

Femelle

Amnios

Femelle

Bos Taurus X Bos Indicus

F6160

F002

F0302

F0529

F0531

F0532

F0578

F0622

F4167

F0538

F0536

F0430

F0229

F0426

F0460

F0461

F0629

F0535

F2362

F-E063

F-E152

F-E116

F-EO57

F-E060

F-E151

F-E063

F-E152

F-E116

F-EO57

F-EO60

F-E151

F-E151

F-E116

F-EO57

F-EO60

F-E063

F-E152

F-E116

F-EO57

F-E151
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Clonage chez le bovin, modéle de reprogrammation nucléaire :
Effets épigénétiques dans les tissus extra-embryonnaires

RESUME

Introduction : La méthylation de I’ADN, apposée directement sur les cytosines suivies d’une
guanine (CpG), est une des marques épigénétiques qui modulent 1I’expression des geénes sans
changement de la séquence nucléotidique et qui est transmissible au cours de la mitose et de
la méiose. Apres la fécondation, les pronucléus paternel et maternel subissent une
reprogrammation avec un effacement des marques épigénétiques. Le noyau embryonnaire est
alors le siége d’une apposition de nouvelles marques indispensables au programme de
développement a réaliser. Le clonage par transfert d’'un noyau somatique adulte dans un
ovocyte énucléé, nécessite une reprogrammation €pigénétique conduite par la machinerie
ovocytaire. Ce processus est souvent 1’objet d’erreurs plus ou moins importantes. L’efficacité
du clonage dépend de D’intensité de ces erreurs, qui dans certains cas conduisent a des
pathologies placentaires graves telles que le syndrome du gros veau. Ainsi le clonage peut étre
considéré comme modele de perturbations épigénétiques dans un contexte génétique identique.

Objectifs : 1) Déterminer le devenir du lignage trophoblastique en terme de méthylation de
I’ADN par un suivi des différents tissus extra-embryonnaires (trophoblaste, chorion,
cotylédon, amnios, allantoide) a 18, 40 et 60 jours de gestation. 2) Etudier les perturbations de
la méthylation induite par la reprogrammation nucléaire dans ces tissus en comparant des
feetus obtenus par insémination artificielle (IA) et des feetus issus du clonage aux mémes
stades de gestation.

Méthodes : Par « LUminometric Methylation Assay », nous avons déterminé la méthylation
globale de ’ADN génomique dans les différents tissus. Le différentiel entre la SmC et la
S5hmC a été analysé par un test ELISA. L’¢tude de I’expression des genes Dnmt et Tet a été
réalisée par RT-PCR quantitative.

Résultats : Une augmentation graduelle du taux de méthylation au cours de I’évolution du
lignage trophoblastique est observée, associée a des variations de 1’expression des genes Dnmt.
Des différences de taux de méthylation entre tissus dérivés du trophoblaste sont significatives
et conservées lors de croisement inter-races, suggérant une corrélation forte entre le
méthylome et les fonctions de ces tissus. La SmC et la ShmC de ces 2 tissus ont été mesurées
par la méthode ELISA. La ShmC est peu abondante. Le profil de la SmC mesuré par LUMA
est similaire a celui retrouvé par ELISA.

Un différentiel de méthylation n’est observé entre IA femelles et clones que dans le
trophoblaste a 18 jours de gestation (hyperméthylation des clones) et dans I’amnios a 60 jours
de gestation (hypométhylation des clones). Systématiquement, les clones pathologiques sont
hypométhylés par rapport aux clones non pathologiques.

Conclusions : Les tissus issus du lignage trophoblastique, ainsi que 1’amnios et I’allantoide a
60 jours sont de plus en plus méthylés pendant la gestation. L hypothése admise est que plus
le tissu est méthylé et plus il est différencié afin de répondre a son rdle. Les cotylédons restent
hypométhylés ayant de nombreuses fonctions a assurer. Les différences du taux de
méthylation observées entre IA femelles et clones sont subtiles. Puisque I’embryon a réussi a
survivre jusqu’au stade du prélévement, cela suppose I’absence de perturbation majeure de la
méthylation. Les pathologies placentaires sont certainement dues a des changements subtils
qu’une quantification globale ne peut détecter. Cibler les régions spécifiques d’une
dérégulation pourrait étre possible en mettant en ceuvre d’autres techniques d’analyse
pangénomique (Medip-Séquencage).

Mots clés : Epigénétique, Reprogrammation, Tissus extra-embryonnaires, Méthylation et
Hydroxyméthylation de I’ADN, Génes Dnmt et Tet, LUMA, ELISA, RT-PCRq.



