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Résumé

L’objectif de ce travail est d’explorer in Silico les effets possibles de 1’épigénétique que
I’infertilité masculine. Nous avons identifi¢ 21 genes impliqués dans I’infertilité masculine décrits
comme sous l’effet de 1’épigénétique. La méthylation des ilots CpG joue un rdle majeur dans
I’expression des génes, donc 1’épigénétique peut étre une cause séricuse de I’infertilité masculine, en
particulier par I’effets de nombreux facteurs environnementaux. Les résultats obtenus montrent une
variété dans la distribution des CpG au sein de nos genes, ce qui signifie une forte activité de
méthylation de I’ADN. Nos résultats, mémes, préliminaires peuvent fournir un éclairage pour
identifier des causes épigénétique dans I’infertilité masculine et donc dans le traitement de cette

maladie.



Abstract

The aim of this work is to explore in Silico the possible effects of epigenetics on male infertility.
We have identified 21 genes involved in male infertility described as being under the effect of
epigenetics. Methylation of CpG islands plays a major role in gene expression, so epigenetics may
be a serious cause of male infertility, particularly through the effects of numerous environmental
factors. The results obtained show a variety in the distribution of CpGs within our genes, signifying
strong DNA methylation activity. Even our preliminary results may shed light on the identification

of epigenetic causes of male infertility, and hence on the treatment of this disease.



uadla

DS e U gie s 2] Laas ) S8 die djn Silico Al alad Aldiaall Y1) GLISIL g Jeall 138 (e Cargll
Gl ale 06 G Sy Al ¢ il il 8 Uit 51550 CPG L Aliie aly il ale 5l cins aily (o gm gal)
w5 b B st e Jpmnll 5l il edan Al Jal sall (e apad) il s JDA (e dealis ¢ SO il | ke G
Gl a4 5l Al V) i sl g5 ol S g5l (meall (5 8 Ale Tl ey Laa cliilia Jals CpG
coaall 13 Z3le (8 Ml )5Sl ale 8 dna Ul



Liste des figures

Figure 1: Processus d'approChe IN SHHCO..........eiiiiiiiieiircr e 18
Figure 2: Interface de NCBI ..ot rs 19
Figure 3: Interface de GENBANK ...........ccoiiiiiiii e e 19
Figure 4: Résultat des genes HOMO SAPIENS ........cveieiiiieiiii et ne e 20
Figure 5: Séquences des variants du géne DMRTL1 sur sublime TeXet.........cccccevvevvivieiieeseerie s 20
FIQUIE 6: CDS 08 VAIMANT......coiiiieiieiieeie ettt sttt e e sbeeteeneeabeesaeeneenneenes 21
Figure 7: Localisation de la région promotrice en amont de la CDS du géne DMRT1..................... 21
Figure 8: INterface IMEGALL........cco ottt st et enbe e nreennas 22
Figure 9: Alignement réalise du gene DIMRTL ......cccvoiiiiiiiiie e 22
Figure 10: Nettoyage des séquences du gene DIMRTL .......cccoviieiiiiiieie i 23
Figure 11: Séquence promotrice sélectionnée du géne DMRTL......ccccoviieiiiie i 23
Figure 12: Résultat de I'exécution du géne DMRTL .......ccoiiiiiiiiiiie e 24
Figure 13: Interface du Site DBCAT ......ooiiiieee ettt st te e snae e 24
Figure 14: Analyse du gene DMRTL ...t 25
Figure 15: Interface WEBLOGO .........coiiiiiiie ettt ns 26
Figure 16: Interface du Site DOLIELS JS DETA.........ccveiiiiiiiir e 26
Figure 17: Résultat graphique pour les motifs CG du géne DMRTL........ccccovoiiiiiieiicceece e 27
Figure 18: Arbre phylogénétique de 21 génes impliqués dans l'infertilité masculine....................... 31

Figure 19: Logo du premier groupe de genes (ADAM2, DAZL, FANCM, HDAC1, ACE, EGR4) 32
Figure 20: Logo du deuxiéme groupe des genes (DDX4, EZH2, PPP1CC, DMRTL1, CTCF,

1Y = ) OSSPSR 32
Figure 21:Logo 4éme groupe des génes (BCL2, KITLG, FANCA, APAFL).....ccccccvvvvniinennnnienn 33
Figure 22:Logo du 5éme groupe des génes (CPEB1, HAT1, MLH1, BRDT) ...cccoovevviievveiecee. 34
Figure 23: Le logo entier des régions promotrices des 21 geNES ........ccocerveerereeeereneeeseseereereseens 34
Figure 24: Les CpG trouvé dans [a Rp du gene EGRA..........ccooveiveieiiecece e 37
Figure 25: Les CpG trouvé dans 1a Rp du géne HDACL ........ccoooieiiiiieeceeee s 37
Figure 26: Les CpG trouvés dans 1a Rp du géne BCL2 ........cccooveiieiieiiececce e 37

Figure 27: Résultat obtenu du Dotlet JS deS 21 GBNES ......ccvcuiirieiriciiirieesieeee e 38



Liste des tableaux

Tableau 1: la configuration du matériel informatique utilisé lors de I'apprentissage .........c.cccccveue.e

Tableau 2: les outils bio-informatique et 1eurs PrinCiPeS ..........ccooveieieiiriiiiieee s
Tableau 3: les résultats obtenus sur les régions promotrices de chaque géne...........cccocvevvevieieenne



Liste des abréviations et acronymes

ADN : acide désoxyribonucléique
ARN : acide ribonucléique

CDS : la séquence codante d’un geéne

CGl: CpG island

CpG: Cytosine Phosphate Guanine

CpGole : Rapport entre le nombre de CpG observés et le nombre de CpGattendus
DBCAT: DataBase of CpG Islands & Analytical Tools

HTF: Hpall Tiny Fragments

MEGAL11: Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 11

NCBI: The National Center for Biotechnology Information

Pb : paire de base

Rp : la région promotrice



TABLE DES MATIERES

REIMEICIBIMENTS ...ttt bbbttt b e bbbt bt e et bbb e e be et e e bt e s e e e e i
DT [ o7 o=t USSR RO PRSP i
DT [T oL OSSPSR i
RESUIMIE ...ttt ettt b e e b e e Re e R e s et e e te b e e R e e Re e R e e R e e st e s et e s eenbeebeeneeneeneeneenes iv
N 0L = Tod PSP v
LISTE AES FIGUIES...cuieieeie ettt et et et et e e a e st e et e e s e e e be et e eneesae e beeneeeneenteeneenneenres vii
LiStE 0ES TADIEAUX ....vevvieeee ettt viii
Liste des abréviations €t aCTONYIMES .........cc.eiiiiieieiiese e ste et sre e sae st este e ae s e e sreenesneenaeens iX
INErOAUCTION GENETAIE ... ... ettt bbbttt se et nes 2
Chapitre 01 : Synthése BibliographiqUe...........coeiiiiiiiieiiee e 3
LT [0 T SRS 5
1. Définition de I’infertilit€ MasCUIINe & .......cccviiiiiiiiiiiieiiie e 5
1 Classification d’infertilité MasCULINE : .......ccveiiiiiiiiieiiii e 5
2 Causes physiologiques et GENELIGUES : .......ccveeieirierie e eire et ste e et ste e e e e e e e e snaene s 6
3 LeS MULAtiONS GENELIGUES : .....evieieetieierietcee ettt ettt et et be bt eneene e 6
4 Causes épigénetiques de I'infertilité masculine : ..........cocooiiiiiiiiici e 7
4.1 N [PPSO 7
4.2 IMBAICAIMENT Ittt e e et et ettt e b e e se e st e ntenbenbesbeanenreas 7
4.3 TADAC oottt b bt Rttt b b reene e 7

5 Définition de IEpiZEnetiqUe ©.......cccueiiiiiiiiiiiie i 8
5.1 MECANISME EPIJENELIGUE = ....eveeiieiiieieeieie ettt ettt nne s 8
5.1.1  Modification des NISTONES :.......cccveiueiieiieie et es 9
5.1.2  Méthylation de PADN ... 9

6 Role de I’épigénétique dans I'infertilité masculine :..........ccocvvviiiieiiiiinicie e 10
7 La génétique de IINfertilit€ .........cocooiiiiiiiiiii i 10
8  L’infertilité et EpIENEtIQUE ......cviiviiiiiiiiiee e 10
T 1 101 34 o C OO 11



9.1 (O 1= N0 [0 (=] 2o (0] NSRRI 11

9.2 Importance des ilots CpG dans I'épigénétique et I'infertilité masculine : ............cccc.c..... 12
9.21  Régulation de I’eXpression ENIQUE:.......cccueirieriiieiieiiseeie e 12
0.2.2  QUAITE AU SPEIME ..ottt bbbttt 12
9.2.3  Transmission intergénérationnelle @ ..o 12

10 LA reCherChe iN SHHCO ..ottt bbb ne e 13

10.1 Les domaines d’appliCatiOn ......ciiveeiiueieiiiieeiiiessiie st e s nsneeans 13
Chapitre 02 : Matériel €t MEhOUES ..........coviiiiiie e 14
L 00 ¥ o1 T o USSR TSRS 15
I V< TSP 15

1.1 DONNEES DIOIOGIGUES & ...ttt et et ste e re e b e e sneens 15

1.2 (08§10 DT [T 0 < T SRS 15

1.3 Outils bIo-INFOrMALIGUES & ....oveeieeie et 16

1.4 DATINITIONS .ottt e b re s e e se et e neentenrenreere e 16

A |V =1 130 o 1SRRI 18

2.1 ColleCtion deS AONNEES :......ccueiveiieieieiere ettt sresneeneeneas 18

2.2 Préparation deS QONMEES :........cceieiiieeie ittt be e ae e sre e resreesbeeeesaeeenas 20

2.3 ALIGNEMENE UES SEQUENCES ...ttt ettt sre e s beesbe e e saaesnesneesraeeeas 21

2.4 NEttOYage AES SEQUENCES :.....veiviereeieirieiteeie st e steeste e e steesre s e e steestessaesseesteensesseesreeneesreeneas 22

2.5 Extraction de 1a région PromMOLIiCE ©........coveiiireieeie e 23

2.6 Analyse des SEQUENCES ODLENUS ........ceiuirieiierieeeesie ettt 23

2.7 Visualisation des TIOtS CPG ... 24

2.8 Classement des résultats dans un tableau (tableau 4) :@..........ccccoeiieiiiicicce e, 25

2.9 Création de 10g0S (WEBLOGO) :....cveiuieiiciccieee ettt 25

2.10 Utilisation du site DOtIES JS Deta ......ccveiieiieicee s 26

Chapitre 03 : RESUILALS € DISCUSSION .......civiiiiiiieiieieite sttt sttt eneas 28
1 Résultat de la construction de I’arbre phylogénétique des 21 geénes étudiés..........cccevvvrrrrnernnne 30

2 Visualisation des résultats dans 18S 10g0S :........ooeiiiiiiriiiiiiee e 32



oo o1 B~ W

Classement et analyse des résultat du calcul du tableau : ...........cccoevveiiice i, 35

Visualisation des résultats obtenus du DBCAT : ....ooviiiicieieese s 37
Observation des séquences SUr DOLETE JS.......cooiiiiiiiei e 37
DiISCUSSION AES FESUITALS ......vveveevieeieie ittt sttt e et saenresreeneens 38
CONCIUSION B PEISPECLIVE. .....eeitieii e cieecie ettt e e st e et e e esreeteeneesreeteaneenneenrs 39

Liste des références bibliographigUES...........ocviieiieii e 41



Introduction



Introduction

Introduction générale

Au milieu du XXe siecle, I’épigénétique émerge comme une branche de la génétique et
change la donne de I’hérédité et de la recherche en biologie. Elle étudie les interactions entre les
génes et I’environnement et explore comment, il interagit lors de la fusion d’un spermatozoide et

d’un ovule (E. Gnansia, 2017).

La méthylation de I’ADN est I’un des facteurs épigénétiques du génome associé aux événements
de développement et a la régulation des geénes. L’hyperméthylation d'un gene peut réduire son
expression, perturber la signalisation différentielle cellulaires spermatiques et diminuer la
production des spermatozoides (André, Sabrina et Henry,2008). La méthylation de I’ADN se
produit sur le carbone 5 d’une cytosine dans un dinucléotide CpG (Cytosine-Phosphate-Guanine)

chez les spermes. (Amira et Djihad,2021).

Les ilots CpG jouent un role important dans la méthylation de I’ADN. La plupart des ilots CpG
sont des sites d’initiation de la transcription. L’hyperméthylation des ilots CpG situés dans les
régions promotrices des génes infertiles. Les méthodes de détection des flots CpG sont
principalement basées sur les critéres proposés par Gardiner-Garden et Frommer (GGF) ( Yasmine et
Ferial,2021) la distance, la longueur y compris le contenu GC, le rapport O/E et le seuil de longueur

de ilot.
Notre travail de recherche consiste a :

-Déterminer le nombre d’ilots CpG dans les régions promotrices des genes impliqués dans

I’infertilité masculine.
-Les changements épigénétiques qui interferent avec 1’infertilité masculine.
- Le manuscrit est organisé en trios chapitres :
Le premier concerne :
- Synthese Bibliographique : présente le contexte biologique de notre travail a savoir.
-Le deuxiéme chapitre aborde Matériel et Méthodes.

- Le troisieme chapitre est une discussion des résultats obtenus.
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Introduction :

L'infertilitt Masculine est un probléme de santé publique affectant la capacité d'un
couple a procréer. Elle peut résulter de diverses causes, tant féminines que masculines, et peut
impacter la qualité de vie. Environ 20 a 70% des cas d'infertilité sont attribues a des facteurs
masculins, soulignant I'importance d'une évaluation approfondie de I'hnomme (Jacques 2016).
L'évaluation de [l'infertilit¢ masculine implique des examens spécifiques comme le
spermogramme, qui analyse des parametres tels que la concentration spermatique, la mobilité
des spermatozoides et leur morphologie (Florence 2014). Bien que les causes de l'infertilité
masculine soient multiples, environ 30 a 40 % des cas restent inexpliqués par les facteurs

génétiques ou hormonaux classiques, c'est la qu'intervient I'épigénétique (Samir et al.,2022).

1. Definition de I’infertilité masculine :

D’aprés ’OMS (Organisation Mondiale De La Sante), I’infertilit¢ d’un couple est
I’incapacité a avoir une grossesse aprés douze mois de rapports sexuels réguliers non protégés.
Selon la Haute Autorité de Santé (HAS), la durée de deux ans est a respecter pour parler
d’infertilité¢ et ne pas surestimer la fréquence de I’infertilit¢ parce que la moitié des femmes
doivent attendre au moins deux ans pour une conception. Pour d’autres comme (Gnoth et al.
2005 ; Evers 2002), on parle de I’infertilité aprés un an de rapport sexuels réguliers efficaces et
non protégés et un bilan d’infertilité devrait étre entrepris aprés 6 mois (Gnoth et al. 2005). Une
cause exclusive d'infertilité masculine est identifiée dans un couple sur cing, tandis que dans 40%
des cas, l'infertilité est le résultat d'une responsabilité partagée entre I'homme et la femme.
Cependant, de nombreuses causes d’infertilités restent inexpliquées, représentant 20 a 30% des

cas (Thonneau et al. 1991).

1 Classification d’infertilité masculine :

Il y a infertilité primaire s’il n’y a jamais eu de grossesses, et infertilité secondaire, si elle a eu
lieu aprés une grossesse ou plus (Geidam et al, 2008). L'infertilité masculine peut étre expliquée
par des problémes hormonaux, immunologiques, d’acheminement de sperme, environnementaux

et de la structure physique des organes reproducteurs et peut étre classée en 3 groupes principaux

- non obstructive (60%) : qui se définie par une production insuffisante de spermatozoides

par les testicules.



Chapitre 01 : Synthése Bibliographique

- obstructive (38%) : la production de spermatozoides est normale mais il y a un blocage

dans le tractus génital.

- coital (2%0) : la production de spermatozoides est normale ainsi que les voies génitales, mais

I'infertilité est secondaire a une dysfonction sexuelle (Abdel Raheem et al, 2012).

2 Causes physiologiques et génétiques :
Les causes d’infertilit¢ masculine sont nombreuses et multifactorielles. On distingue des

causes physiologiques et génétiques. (Coutton et al., 2012).
Les positions des anomalies qui causent I'infertilité masculine sont subdivisées en :

- Pré-testiculaire : stimulation insuffisante du testicule par gonadotrophine (5-10
%),

- Testiculaire : les maladies du testicule (65-75 %), Le testicule peut étre soumis a des lésions
traumatiques et ischémiques (torsion du cordon spermatique, chirurgie, varicocele) pouvant
altérer définitivement sa fonction exocrine. Cette derniére est également sensible a
I’hyperthermie, aux rayonnements ionisants, aux toxiques environnementaux voire
médicamenteux, au stress oxydant associer a de nombreuses situations pathologiques (varicocele,

infection, inflammation génitale) (Schlosser et al., 2007).

-Et post-testiculaire : Elles sont représentées par les obstructions post chirurgicales et infections,
auto-immunisations, obstructions tumorales des voies séminales : kystes épididymaires, utricule
Prostatique, kyste prostatique (Pasualotte et al., 2004). Qui conduit a obstruction des voies
séminales, les troubles de I'éjaculation, dysfonction érectile (10-20 %) (Lawrence et
Chandrasekar, 2015, Turchi, 2015).

3 Les mutations génétiques :

Touchant des génes intervenant dans la production ou la fonction de cellules germinales. Par
ailleurs, 30 % des infertilités restent inexpliquées et prés de 40 % ont des causes incertaines.
Ainsi, D'infertilit¢ masculine d’origine génétique pourrait concerner prés de 1 homme sur 40.
Parmi les causes génétiques actuellement bien établies, on trouve les anomalies chromosomiques,
les micro délétions du chromosome Y et les mutations du gene CFTR (Cystic Fibrosis

Transmembrane Conductance Regulator)
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4 Causes épigénétiques de I’infertilité masculine :
Outre les causes connues de ’infertilité masculine, de nombreuses études ont montré

L'implication de différents farceurs liés a I'environnement et aux conditions de vie :

4.1 Age:
Le taux de paternité chez les hommes de plus de 35 ans est en augmentation de 16% selon

une étude américaine menée de 1980 a 1995 (Wagner, 2004).

4.2 Medicament :
Les médicaments peuvent exercer une action a différents niveaux : ’aspect qualitatif ou

quantitatif du sperme, (Olivenneset al., 2006) :

- Inhibition hypophysaire : testostérone, analogues GnRH, stéroides anabolisants.
- Effets anti-androgéniques : cimétidine, spironolactone.

- Anéjaculation : antidépresseurs, phénothiazines, bétabloquants.

- Dysfonctionnement érectile : bétabloquants, diurétiques thiazidiques, métoclopramide,

hypocholestérolémiants, anxiolytiques, antidépresseurs, antiépileptiques.

- Altération qualitative ou quantitative de la spermatogénese : nitrofuranes,

salazopyrine, kétoconazole, médicaments anticancéreux (alkylants)

- Trouble de la libido : antidépresseurs (IMAO, ISRS, tricycliques), neuroleptiques
(sulpiride), thymorégulateur (lithium), béta-bloquants, diurétiques, antiépileptiques et

anxiolytiques (Hazard et al., 2000).

4.3 Tabac:

La cigarette contient plus de 4000 composants parmi lesquels on peut citer le monoxyde
de carbone, des alcaloides comme la nicotine, des hydrocarbures polyaromatiques, des métaux
lourds comme le cadmium. On note une tendance a I’oligospermie et une diminution relative de
la vitalite des spermatozoides. La mobilité spermatique semble étre altérée comme la

morphologie des gameétes qui apparaissent microcéphales (Sepaniaket al., 2004).
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5 Définition de I’épigénétique :

Le terme « épigénétique » a été introduit pour la premiére fois en 1942 par conrad H.
Waddington, un chercheur en biologie évolutive. 1l a utilisé ce terme pour désigner les processus
biologiques qui réagissent la transformation du génotype en phénotype durant le développement
et la vie. Selon Waddington, englobe les mécanismes causaux par lesquels les génes du génotype
influent sur les caractéristiques phénotypiques. (Waddington, 1942,). Ces mécanismes auraient
émergé de 1’évolution des espeéces et jouent un role majeur dans la division du travail entre les
différents types cellulaires d’un organisme. En d’autres termes, I’étude de '« épigenese » et de
I« épigénotype » permettrait de mieux comprendre par quels procédés les cellules sont orientées
vers une fonction précise, entre d'autres termes « canalisées », lors de la différenciation cellulaire.
Cette évolution s'est ajoutée une meilleure compréhension des mécanismes épigénétiques,
comme la méthylation de I'ADN, les modifications de la chromatine et I'ARN non codant. Ces
derniers ont un impact significatif sur I'expression des génes. Ces avancées ont ouvert la voie a de
nouvelles perspectives dans de nombreux domaines, tels que la médecine, la biologie du

développement et I'agriculture.

5.1 Meécanisme épigénétique :

L'ADN est le support de I’information génétique, avec une séquence identique dans
toutes les cellules du méme organisme vivant. Cette derniere codée par un ordre spécifique des
quatre bases nucléiques : Adénine, Thymine, Cytosine et Guanine. Le décryptage de ce code a
quatre lettres ne permet pas d'expliqguer comment une méme succession peut donner autant de
combinaisons. Comme ces cellules partagent le méme code génétique, elles se différencient par
’activation du mécanismes épigénétiques variés qui expliquent ce code de maniere nette. Chaque
cellule utilise différents types de mécanismes épigénétiques indépendants, dont le mode d'action
fait intervenir I'ADN et des protéines.

Certains mecanismes épigénetiques modifient la structure de la chromatine, en la faisant d'un
état condensé a un état décondensé, ou inversement, selon qu'un gene a besoin d'étre exprimé ou
réprimé. D'autres agissent directement sur les séquences régulatrices de I'ADN situées a
proximité des genes. Ces séquences spécifiques n’ont de fonction codante pour les protéines,

mais regulent ou et quand les génes sont exprimés.

Quelques-uns des mécanismes épigenétiques impliques dans I'infertilité masculine :

8
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5.1.1 Modification des histones :

L'ADN s’enroule autour des histones, pour former des structures en petites boulets. Les
modifications chimiques sur ces histones agissent sur la compaction de ces enroulements et
peuvent affecter 1'accessibilité de I’ADN et réguler négativement 1’expression des génes associés

a la fertilité masculine.

5.1.2 Meéthylation de I’ADN :

Parmi les divers types de mécanismes €pigénétiques existants, la méthylation de I’ADN
est le plus étudié et le mieux compris a ce jour. La méthylation est une réaction biochimique qui
implique la formation d’un lien covalent. Lorsque ce lien est formé, il se rend difficile a le
rompre par apport a son énergie d’activation élevée ce qui lui confére une grande stabilité. La
méthylation se produit directement sur le brin d’ADN, plus précisément sur les bases
nucléotidiques cytosines (C) formant la 5-méthylcytosine (5mC). En générale la méthylation de |
'‘ADN se produit au niveau du promoteur plutdt que sur le géne lui-méme plus précisément dans
les régions riches en séquences CpG. Quand le promoteur est méthylé, l'accés des facteurs
d'activation et de la machinerie transcriptionnelle au promoteur devient trés difficile, ce qui
entraine une forte répression de l'expression génique. En d'autres termes, la méthylation du
promoteur d'un gene le rend "silencieux" (Robertson et Jones, 2000, Jones, 2012). Chez
I’humain, environ 70-80% des sites CpG sont naturellement méthylés, ce qui permet de limiter la
production des protéines a celles qui sont nécessaires a la fonction propre de chacune des cellules
somatiques (Ziller et al., 2013). Des altérations de la méthylation de I'ADN dans les génes

impliqués dans la spermatogenése peuvent perturber la production normale de spermatozoides.

a) ARN non codants (ARNNC) :

ARNnc sont des molécules d’ARN qui ne sont pas traduites en protéine tels que (les
microARN) mais peuvent réguler 1’expression des genes, ces altérations dans les ARNnc

impliqués dans la spermatogenese peuvent contribuer a I'infertilité masculine.

b) Micro (miARN) :
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Les miARN sont des petits ARN qui régulent 1’expression des genes en inhibant la
traduction de ’ARNm ou dégradant I’ARNm cible. Les anomalies dans le miARN impliqués

dans la spermatogenése peuvent mener a des troubles de la fertilité masculine.

6 ROle de I’épigénétique dans I’infertilité masculine :

Comme on a déja mentionner 1’épigénétique est un ensemble des modifications héréditaires de
I’expression des genes sans altération de la séquence de I’ADN, cette derniére a un réle majeur
dans I’infertilité masculine par apport aux modifications épigénétiques comme la méthylation de

I’ADN, modification des histones et ARN non codant affectent la production des spermatozoides,

leur fonction et leur capacité a fertiliser un ovule.

7 La génétique de I’infertilité

L’essor de la biologie moléculaire et de la génétique médicale ont permis d’explorer de
nouvelles pistes et la découverte de nouvelles étiologies de I’infertilit¢é masculine d’ordre
génétique. Depuis une dizaine d’années, nous observons 1’émergence d’un nouveau domaine de
recherche, la « génétique de ’infertilité ». Les causes génétiques de ’infertilité sont suspectées
dans 30% des cas (Smith, Pfeifer,, & Collins, JAMA.,2003). Celles-ci font actuellement I'objet de
recherches intenses a travers le monde. Naturellement, parmi ces causes, on distingue l'infertilité
d'origine chromosomique ou génique. Ces anomalies peuvent s'exprimer de plusieurs maniéeres et
elles sont source de I'échec de la reproduction dans un nombre de cas non négligeable. Dans une
proportion importante, une base génétiqgue chromosomique ou génique connue est parfois
transmise par les parents. L’avénement des nouvelles techniques de cytogénétique et de biologie
moléculaire a récemment permis d’impliquer de nouveaux facteurs dans des phénotypes
spécifiques d’infertilit¢ (Karger ; 2017). La recherche d’une cause génétique de I’infertilité,
qu’elle soit masculine ou féminine, est maintenant une démarche courante. Ainsi, 1’étude
génétique doit trouver sa place comme examen de premiére intention devant toute infertilité

d’origine inconnue, a la recherche d’anomalies chromosomiques. (Belmokhtar ,2020).

8 L’infertilité et epigenétique

L’épigénétique référe a « un changement héritable mais réversible de I’activité du génome
qui est dii a un mécanisme autre que 1’altération dans la séquence primaire de I’ADN » (Jaenisch
et Bird, 2003). Les modifications épigenétiques caractérisees par la methylation de I'ADN, les

modifications pos-traductionnelles des histones, et le remodelage de la chromatine sont des
10
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régulateurs importants d’un certain nombre de processus biologiques, y compris la
spermatogenese Plusieurs genes dans les testicules sont régis par des mécanismes épigénétiques,
ce qui indique une influence directe de ces derniers sur le processus de la spermatogenése. Les
changements épigénétiques, a la différence des aberrations genétiques, peuvent étre moins
nuisibles parce gu'ils sont potentiellement réversibles. D'autres recherches pourraient identifier

certains médicaments capables d'inverser les changements épigénétiques (Rajender et al, 2011).

9 Tlots CpG

Les Tlots CpG (ou CGI pour CpG Island) ont été trés étudiés depuis leur découverte,
particulierement chez les mammiféres, en raison de leur implication potentielle dans la régulation
de ’expression des genes, ont été observé par Edwin Cooper et ses collégues au début des années
1980, connus par des régions typiques du génome définies par une fréquence élevee de
dinucléotides CpG par rapport au reste du génome, sont des séquences d'’ADN ou une cytosine
(C) est suivie d'une guanine (G) par liaison phosphodiester, formant ainsi un site CpG. Ces
régions sont généralement non méthylées dans les cellules saines, ce qui signifie que la cytosine
(C) n'est pas marquée par un groupe methyle (-CH3). Les ilots CpG sont souvent situés a
proximité des promoteurs de genes et peuvent jouer un réle crucial dans la régulation de
I'expression génique. Une étude approfondie de certains fragments d'ADN qui a approuvé que

llT

certaines régions riches en dinucléotides CpG, appelées "flots HTF", étaient effectivement non
méthylées. Ces Tlots CpG, riches en G et C, ont été reconnus comme des régions spécifiques du
génome ou les sites CpG restent normalement non méthylés. Cette découverte a ouvert la voie a
une meilleure compréhension de I'épigénétique et de I'importance des Tlots CpG dans la

régulation de I'expression des génes (Deltour, Chopin et Leprince, 2005).

9.1 Critere de détection :

On designe plusieurs méthodes pour la détection des Tlots CpG, mais la plus courante basée
sur I’utilisation d’un algorithme informatique. Le critére de détection des ilots CpG s’appuie sur
plusieurs attributs, spécialement la longueur des séquences, le taux de G + C, et le rapport CpG
observé/CpG attendu (CpGol/e). L'utilisation de ces criteres peut parfois entrainer la détection
d'éléments transposables riches en G et C, et en CpG, ce qui peut mener a des resultats non
spécifiques. Les (CGI) les ilots CpG) ont été initialement identifiés par (Tykocinski and Max.
1984) sous forme de petites zones qui contiennent les Hpall d’enzyme de restriction dans le

génome et ont donc éteé appelés (HTF). Ensuite, Gardiner-Garden et Frommer (GGF) (G.G.M ET
11
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F.M 1987), ont défini les CGIs comme un segment d’ADN a une longueur supérieure a 200 Pb,
une teneur en GC plus de 50% et le rapport CpG observé/ attendu ou CpG OE pas moins de 0,6.
Le rapport est calculé de la maniére suivante :

CpG Observé/attendu= NCpG*NNc*Ng

Ou Nc¢, Nget NCpGsont respectivement des nombres de C, G et dinucléotides CpG dans la région
de longueur N. Par la suite, (D. Takai et P.A. Jones, 2021) ont réévalué ces trois parametres et ont

proposé un nouvel ensemble de critéres (GCratio>= 55%, CpGO/E>= 0, 65, longueur >= 500Pb)

9.2 Importance des ilots CpG dans I'épigénetique et I'infertilité masculine :
Dans le cadre de l'infertilité masculine, les Tlots CpG ont une importance particuliere pour

les raisons suivantes :

9.2.1 Régulation de I’expression genique:

Les flots CpG, sont des régions du génome ou les sites CpG sont normalement non
méthylés. La méthylation de I'ADN au niveau de ces Tlots CpG peut perturber I'expression des
genes impliqués dans la spermatogenése et le développement embryonnaire, sans modifier la
séquence d'ADN, en affectant la qualité et la mobilité des spermatozoides comme (DAZL,
ADAM?2, FANCM, HDAC1, DDX]1...) (Peter, 2015)

9.2.2 Qualité du sperme :

La méthylation des Tlots CpG agit sur et la capacité de conception. Des altérations de la
méthylation des Tlots CpG dans I'ADN des spermatozoides agissent sur l'intégrité du génome ce
qui conduit & une diminution de la mobilité et provoque une morphologie anormale des
spermatozoides, en réduisant ainsi les chances de féconder I'ovocyte tels que (ADAM2, BCL2,
FANCM...) (Dr Peter, 2015).

9.2.3 Transmission intergénérationnelle :

Les altérations épigénétiques des Tlots CpG peuvent étre transmises a la génération
suivante, ce qui peut affecter la qualité du sperme et le développement embryonnaire précoce.
Ces modifications épigénétiques jouent un réle majeur dans l'infertilit¢ masculine (Boitrelle,
2016).

12
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10 La recherche in silico :
En la littérature "en silice™ est un terme utilisé pour définir les expériences utilisées en bio-

informatique pour analyser des données a l'aide d'outils informatiques en particulier dans les

domaines de la biologie et la médecine.

10.1 Les domaines d’application :
Comme la bio-informatique est un domaine trés large, on s’intéresse sur 1’application de

ce domaine dans le cas de I’infertilité masculine permet de :

* Identifier les génes impliqués dans 1’infertilité masculine et affectés par la méthylation
* Analyser I’expression des génes

* Identifier les ilots CpG dans les régions promotrices des genes

» Etudier les bases moléculaires de ’infertilité masculine

» Comprendre les interactions entre les protéines

» Développer de nouveaux diagnostics et traitements

13
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Introduction

Cette section décrit les outils, les techniques, et les procédures utilisés pour mener a bien
notre étude. De la description du matériel expérimental a I'explication des méthodes d'analyse, en
passant par la justification des choix effectués, ce chapitre offre une vision élargie du processus

d’analyse des effets épigénétique sur I’infertilité masculine.

1 Matériels :

1.1 Données biologiques :
Nous avons utilisé comme données, les séquences nucléiques des 21 genes impliqués a

I’infertilité masculine en choisissant plusieurs variants Homo sapiens de chaque géne.

1.2 Choix des genes :

Le choix des génes étudiés dans cette recherche sur l'infertilité masculine a été effectué apres
une analyse approfondie de la littérature scientifique. Nous avons effectué des recherches pour
acceder a des bases de données bibliographiques comme PubMed et Google Scholar pour identifier
les articles traitant de I'implication des génes soumis a la régulation épigénétique dans les processus
de reproduction masculine. Notre étude a porté sur I’analyse des ilots CpG de chaque geéne, qui
jouent un réle crucial dans la régulation de I'expression génétique et la méthylation de I'ADN. Nous
avons sélectionné ces génes en fonction de leur implication dans la spermatogenése, la maturation
des spermatozoides et la fécondation, ainsi que de leur présence d'ilots CpG. Cette approche nous a

permis d'identifier un ensemble de génes en relation avec l'infertilité masculine.
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1.3 Outils bio-informatiques :

-Quelques d’outils bio-informatiques ont utilisés

Tableau 1: la configuration du matériel informatique utilisé lors de I'apprentissage

Ordinateur

Caractéristiques

Processeur

Intel(R) Core (TM) 15-6300U CPU @
2.40ghz 2.50 Ghz

Mémoire Installée RAM

8,00 Go (7,88 Go Utilisable)

Type De Systéme

Systeme D’exploitation 64 Bits

\ersion Du Systeme

22H2

Tableau 2: les outils bio-informatique et leurs principes

Outil Principe
GenBank Collection des séquences
Sublim texet Editeur de texte
Megall Alignement des séquences et construction
d’arbre phylogénétique

DBCAT Détection des ilots CpG
Weblogo Visualisation des séquences alignées
Dotlet JS Visualisation des motifs CG
Python Analyser les données génomique

Ouitil

Principe

1.4 Définitions :
La base de données NCBI :

Chaque base de données du NCBI est spécialisée :

o GenBank qui offre un accés libre et ouvert a un vaste éventail de sequences d'ADN et de

protéines.
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MEGAI11l (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) est un logiciel d'analyse bio-
informatique gratuit et complet pour les séquences moléculaires. Il est largement utilisé par les
chercheurs en biologie, en génétique et en évolution pour une large gamme d'analyses

principalement :

Alignement des séquences il dispose également d'outils pour éditer et visualiser les

alignements des séquences des ADN, des ARN et des protéines.

ClustalW est un programme informatique utilisé en bio-informatique pour réaliser des
alignements multiples de séquences. Un alignement multiple permet de comparer et d'aligner des
séquences d'acides aminés (protéines) ou de nucléotides (ADN, ARN) provenant de différents

organismes.

o Phylogénétique : MEGA11 peut étre utilisé pour construire des arbres phylogénétiques a

partir d'alignements de séquences.

Un arbre phylogénétique (arbre évolutif) : est une représentation graphique schématique des
relations de parenté entre des groupes d'étres vivants. Il permet de visualiser I'histoire évolutive de

ces groupes en montrant comment ils ont divergé d'un ancétre commun au fil du temps.

CpG Island Finder est un outil en ligne qui identifie les Tles CpG dans les séquences d'ADN.
Ces régions sont souvent associées aux promoteurs des genes, et leur méthylation peut affecter
I'expression des genes. Il permet de définir plusieurs parameétres pour identifier les Tles CpG, comme

la longueur minimale de I'ile, la teneur minimale en GC et le nombre minimal de dinucléotides CpG.

WebLogo est un outil en ligne pour la représentation de motifs de séquences biologiques. Il
contribue a créer des représentations graphiques informatives des données de séquences d'ADN,
d'ARN et de protéines, il peut étre utilisés pour :

o ldentification des motifs conservés dans les séquences.
o Comparaison des séquences homologues.

o Communication les résultats de recherche.

Dotlet JS beta est un outil en ligne open-source pour la visualisation et I'analyse de données
génomiques. Il s'agit d'une version béta d'un projet en cours de développement, mais il offre
plusieurs fonctionnalités tels que ; visualisation de génes et d'annotations, analyse de variants

génétiques, exploration des données d'expression génique, analyse de I'évolution des génes.
17



Chapitre 02 : Matériel et Méthodes

Python est un langage de programmation open source multi-plateformes et orienté objet. Il est
utilisé dans de nombreux domaines, notamment le machine learning, la data science, le

développement logiciel, I’analyse de données et la gestion d’infrastructures.

Sublime Text est un éditeur de texte et de code source multiplateforme populaire, connu pour
sa rapidité, sa flexibilité et son large éventail de fonctionnalités. 1l est utilisé par des millions de
développeurs, d'ingénieurs et de rédacteurs dans le monde entier pour écrire et éditer du code, du

texte brut et des balises.

FASTA (ou FastA) est un format de fichier texte largement utilisé en bio-informatique pour
stocker des seéquences d'acides aminés (protéines) ou de nucléotides (ADN, ARN). Il permet de

représenter une ou plusieurs séquences de maniere simple et lisible.

2 Meéthodes

Notre approche in silico comprend plusieurs étapes :

Alignement avec
Base de .

—— Données Fasta

données MEGA11
Genbank

[Détection des ilots W

Traitement
avec python

CpG avec DBCAT

Visualisation des
— séquences avec
WEBLOGO

Détection des motifs
E— CG avec Dotlet JS

Figure 1: Processus d'approche in silico

2.1 Collection des données :
- Sélection des génes soumis a I'épigénétique et affectés par I'infertilité masculine : 1l s'agit d'étudier
les sequences de chaque géne ciblé.
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-Récupération des séquences génetiques : Nous avons utilisé la base de données GenBank gérée par

le NCBI pour un acces libre aux séquences.

= An officiai website of the United States government Here's how you know v

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

NCBI Home
Resource List (A-Z)
All Resources
Chemicals & Bioassays
Data & Software

DNA & RNA

Domains & Structures
Genes & Expression
Genetics & Medicine
Genomes & Maps
Homology

Literature

Proteins

Sequence Analysis
Taxonomy

Training & Tutorials

Variation

All Databases v

Welcome to NCBI

The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to

ical and genomic i

About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog

Submit Download
Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your
into NCBI databases computer

Develop Analyze
Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your
libraries to build applications data analysis task

Learn

Find help documents, attend a
class or watch a tutorial

Research

Explore NCBI research and
collaborative projects

Figure 2: Interface de NCBI

Popular Resources
PubMed
Bookshelf
PubMed Central
BLAST
Nucleotide
Genome

SNP

Gene

Protein
PubChem

NCBI News & Blog

New Data Available! Access Avian
Influenza A (H5N1) Virus Sequences at
NCBI

Ortholog Groups Added for ~2 Million
Insect Genes

Find evohstionarily rel
{ the

International Nucleotide Database
Collaboration (INSDC) Introduces
Enhanced Website

-Recherche des génes : le nom du gene a été saisi dans la barre de recherche de GenBank.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Molecule types

Sequence length
Custom range

Release date
Custom range

DNA/RNA (2,184

~ | DMRT1
Create alert  Advanced

Summary ~ 20 per page ~ Sort by Sequence Length

RefSeq Sequences

Send to: ~

was this nelptui? | wh | "

Figure 3: Interface de GenBank

Filters: Manage Filters

Resuits by taxon

Top Organisms [Tree]
Xenopus gilll (332)
Xenopus laevis (370)
synthetic construct (65)
Mus musculus (33)
Homo saplens (32)
All other taxa (2691)

More.

Find related data =
Database: [ Select ~

Search details -

emTi Al riatdsl

-Sélection des génes humains : I'icobne "Homo sapiens" a été cliquée pour limiter la recherche aux

génes humains et étudier les variants chez I'homme
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National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

Nucleotide Nucleotide v | (DMRT1) AND "Homo sapiens"[porgn:__txid9606] | Search |
Create alert  Advanced

Species Summary » 20 per page » Sort by Sequence Length Sendto:»  Filters: Manage Filters
Animals (32) =
Customize

items: 1 to 20 of 32 Find related data
Molecule types Database: | Select v
genomic DNA/RNA (7 Last

Pago (1 |of2 Noxt

Figure 4: Résultat des génes Homo sapiens

-Exportation des séquences : les séquences des variants sélectionnés ont été exportées au format
FASTA.

-Enregistrement des fichiers : les fichiers FASTA contenant les séquences des geénes ont été

enregistres.

Line 1, Colurmn 1 Tab S 4 Plan Teut

Figure 5: Séquences des variants du gene DMRT1 sur sublime Texet

2.2 Préparation des données :
Aprés avoir collecté et sélectionné les variants de chaque géne, nous avons vérifié le CDS (Coding

Séquence) de chaque variant. Pour ce faire, nous avons identifié la position du CDS sur chaque
séquence.
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/db_xref="HGNC: HGNC : 2934"
/db xref="MIM:c024a24a"
cDs 262 .19l
/gene="DMRT1"
/gene_synonym="CT1S4; DMT1"™
/codon_start=1
Figure 6: CDS de variant
ORIGIN
1 cagagttgcg ggcttcgctc ggctcggggt tccccacgat ctctcaccct gtgtttcggce
61 ggagttgcgg gggttccctc tgctcccggg tccctgagat ccctgatccc gectctcaggg
121 cagggaattc cggggttcgec ccctctggge ttccccgega tcccagagecc cgegttccaa
181 cagaattggg agggtttatt gcgctagagg agtcttcagg atcttcgctc ccgccctceccg
241 aggtggccct gagaaggcag caggcccagg aggaggaatt gggtatcagc caccccatcc
301 cactgcccag tgcggccgag ctgcttgtca aaagagagaa caatggcagt aacccgtgcc

Figure 7: Localisation de la région promotrice en amont de la CDS du gene DMRT1

961

2.3 Alignement des séquences

-Nous avons utilisé le logiciel MEGALL pour réaliser un alignement correct de chaque gene.
Nous avons suivi Edit/Build Alignement,

affichage des séquences non alignées de plusieurs variants du méme géne.

les étapes suivantes :

acctctcagc
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Data  Edt  Sewch  Aligoment  Web  Sequencer  Displyy  Help
(S EmEwe ri «0XBxa+sap 282

DNA Sequences Translated Protein Sequences
1. NM 001389303 1 Homo sapiens delsted
2 NM 001388493 1 Homo sapiens deleted
3 NM 020363 3 Homo sapiens deleted in &
4. NM 001005785 2 Homo sapeens delstod
5. NM 001388494 1 Homo sapeens deletod
6. NM 001388495 1 Homo sapeens deleted

7. NM 001388495 1 Homo sapiens deleted (G
8 NM 001005785 2 Hoemo Sageens deleled
9. NM 001190811.2 Homo sapiens delstod
10. NM 001351 4 Homo sapiens delted in
11, NM 004081 7 Homo sapeens deleted in

< >

stes 4 2l @with Owlogeps Selected qenetic code: Standard

Figure 8: Interface MEGAL11l

-Sélection de la barre Align DNA.

-Lancement de I'alignement.

2.4 Nettoyage des sequences :
-Filtrage des séquences : apres avoir obtenu les séquences alignées, nous avons filtré les séquences

non identiques.

Duta Bt Sewch  Aligement  Web  Sequencer  Disply Help
OspEEmBwe rl «0XKBxa+HHap Q238

ONA Sequences Tanelated Proten Sequeecs

Specemti
T NM 001386303 1 Momo sapuers deleted.
2 NM COTXEB4R) 1 Mo sapurs et
3 N 0003013 3 Harmo sagueses delebed it
4 NV 00905785 2 Momo sapeers deleded
S MM 001368454 1 Moo sagers deeded
NV 001)EB405 1 Homw sapeere: it
7 1M 001308436 1 Moo sapeerns duseed

1§ N1 009305780 2 Moo sagpers deieted
9 N 004061 7 Hhorme saguees deeten) i

Figure 9: Alignement réalisé du gene DMRT1
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-Seuls les variants présentant une certaine identité ont éte conserves pour faciliter I'analyse.

2.5 Extraction de la région promotrice :
En utilisant les positions CDS, nous avons supprime la région qui commence par les 3 nucléotides

ATG jusqu'a la terminaison de chaque séquence.

Data Edit Search Algnment Web Sequencer Display Help

(RS EmEwe ri «0XBxa/+8ar @232

DNA Sequences Translated Protein Sequences

TCTGCTGCAAATCCTGAGACTCCAAACTCAACCATCTCCAGAGAGGCCAGCACK
.TCTGCYGCAAAYCCTGAGACTCCAAACTCAACC/HCYCCAGAGAGGCCAGCAClc
ATGTCTGCTGCAAATCCTGAGAC TCCAAACYCAACCAH}fCCAGAGAGGCCAGCACl(J
‘ICYGCYGCAAAYCCTGAGAC!CCAAAC1CAACCAYCICCAGAGAGGCCAGCACE

Speces/Abby

1. NM 001389303, 1 Homo sapiens deleted
2 NM 001388493 1 Homo sapiens deleted
3 NM 020363 3 Homo sapiens deleted in
4. NM 001005785 2 Homo sapiens deleted
5. NM 001388494 1 Homo sapiens daleled
6. NM 0013884951 Homo sapiens deleted
7.NM 001388496 1 Homo sapuens dtleted

TCTGCTGCAAATCCTGAGACTCCAAACTCAACCATCTCCAGAGAGGCCAGCAC

TCTGCTGCAAATCCTGAGACTCCAAACTCAACCATCTCCAGAGAGGCCAGCAC

TCTGCTGCAAATCCTGAGACTCCAAACTCAACCATCTCCAGAGAGGCCAGCAC
ITCTGCTGCAAATCCTGAGACTCCAAACTCAACCATCTCCAGAGAGGCCAGCACIC

8. NM 001005788 2 Homo sapiens deleted
9. NM 004081 .7 Homo sapiens deleted in 24ICC:

QOO0OOOO000O

Figure 10: Nettoyage des séquences du géne DMRT1

-Cette opération a permis d'extraire la région promotrice de chaque géne.
-Obtention de la région promotrice.

-Les régions promotrices extraites des seéquences nettoyées ont été enregistrées au format FASTA.

2.6 Analyse des séquences obtenus :
Sélection d'une séquence représentative étant donné que les séquences promotrices des variants

sont identiques, nous avons choisi une seule séquence représentative pour lI'analyse.

]

Dota Ede Search Algnment Web Sequencer Disploy Help
f&BESEmEBwe ri «ODXexa+8ap @232
DNA Sequences Transiated Protein Sequences

SPROESABON  h e e e e e a e aaaaaaaaaaaaaaaaaaaasaaaaasaa et aaasesaeas
1. NM 0013393001 Momo sapiens C CAAGGCTOUGIGITACCAGAAOGCAAAATICO T

Figure 11: Sequence promotrice selectionnée du gene DMRT1

Analyse de la séquence promotrice_un script Python a été utilisé pour calculer le pourcentage
de CG (%CGQG) et le nombre de motifs CG et GC dans la séquence promotrice sélectionnée. La taille

de la région promotrice a également été prise en compte dans I'analyse
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A

File Edit Shell Debug Options Window Help
Python 3.11.3 (tags/v3.11.3:£3909b8, Apr 4 2023, 23:459:59) [MSC v.1934 €4 bit (
AMDE4)] on win32
Type "help”, "copyright", "credits" or "license()" for more information.

>>>

RESTART: C:\Users\Admin\Desktop\gc.py

Entrez votre séquence :
GCGCGGTGACCGTTGGCGCCGAGGGGAGGAGGCAGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGTTG
CGCAGATCCGGGCCGCGGCTGTGGGGAGGGCGACGGAGCGGGTGACCTTCCGGAGGCGGGAGCGAGCGAGGAGGCCCGGG
AGCGCCGAGCGTCGCCGCCGCCGCCGLC
Nombre de motifs GC : 38
Nombre de motifs CG : 39
Nombre total = : 77
le % GC = : 84.04255319148936 %

>»>

Figure 12: Résultat de I'exécution du géne DMRT1

2.7 Visualisation des Tlots CpG :
Le site web "CpG Island Finder" a été utilisé pour visualiser les différents types d'tlots CpG (CpG

intermédiaires, CpG isolés, CpG clusters) présents dans la séquence promotrice.

aiarelel sat Welcome to DBCAT
oleratio  minimal length :
® 060 ® 200 2

) 065 300 L <L \—
500 7.9 QS
paste DNA sequence below: N /
(1,000,000 bases in
maximum) .
DataBase of CpG Islands & Analytical Tools
WHAT IS DBCAT

o3 DataBase of CpG islands and Analytical Tool (DBCAT) is developed in order to recognize
| 6ot | clear

comprehensive mehtylation profiles of DNA alteration in human cancer.
Note: Please display the

sequence in FASTA DBCAT is an online methylation analytical tool composed of three parts: a CpG Island Finder,

Yorhent: a genome query browser and an analytical tool for methylation microarray data. The analytical
Note: Any CpG island which too! can ana!)z? raw data gcncr:{b:d from scanners and scarch genes with methylated regions
has GC content less than which could affect gene expression regulation.
50% is filtered out
DBCAT not only identifies the regions of methylation but also searches the database to pick up
_ pe— - genes with methylated regions of functional meanings.

Figure 13: Interface du site DBCAT
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- La taille et le contenu en GC de chaque type d'Tflot CpG ont également été analysés.

Possible CpG islands shown in graph:

M CpG island region CpGsite M The most dense CpG island DNA sequence input
0 500 IOPO 1500 2000 2500 3000

| —
3|5°° | 4275

Figure 14: Analyse du géne DMRT1

2.8 Classement des résultats dans un tableau (tableau 4) :
-Les résultats obtenus ont été organisés dans un tableau récapitulatif (tableau 4).

-Ce tableau comprend les informations suivantes pour chaque géne analysé :

-Nom du géne.

-Taille de la région promotrice.

-Pourcentage de CG (%CG) dans la région promotrice.
-Nombre de motifs CG.

-Nombre de motifs GC.

-Nombre de CpG dans la région promotrice.

-Structure des CpG.

2.9 Creation de logos (WebLogo) :
-1l y a deux types de logos :

Logo individuel : le site web "WebLogo" a été utilisé pour créer des logos représentant chaque
région promotrice étudiée. Ce logo décrit la distribution des motifs de nucléotides au sein de chaque
séquence promotrice.

Logo global : un logo global a également été créé pour regrouper les régions promotrices de tous les
genes étudies. Ce logo permet d'identifier les motifs de nucléotides communs a I'ensemble des

séguences promotrices analyseées.
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-Pour création séquences logos :

WEBLOGO - about - create - examples -

© Multiple Sequence Alignment

@ Upload Sequence Data: Choisir un fichier | Aucun fichier choisi
Image Format & Size
@ Image Format: PNG (bitmap) v @ Logo Size per Line: 18 X5 cm v

Figure 15: Interface WEBLOGO

-Sélection du fichier FASTA: le fichier FASTA contenant les séquences promotrices a été
sélectionné comme entrée pour la création des logos.

-Paramétrage du site: les paramétres du site WebLogo ont été ajustés pour obtenir des logos clairs
et lisibles. Cela inclut notamment le choix de la hauteur des caracteres, de I'échelle de couleur et des

options de mise en page.

2.10 Utilisation du site Dotlets JS beta

Visualiser les motifs CG et détecter les microsatellites
Dotlet JS }l;'e .‘.

Figure 16: Interface du site Dotlets JS beta
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Sequence 2

[4284 x 4284] # Score at (836:A, 868:C) 2
®

Seq1:836
|
GCCG T \GGAGGCAG (CRGCCe CGRCEC] CC
AGG G, CCGCCGCC ICGTT TG G!G iC GT
|
Seq2:868

Figure 17: Résultat graphique pour les motifs CG du gene DMRT1
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Chapitre 03 : Résultat et Discussion

1 Résultat de la construction de I’arbre phylogénétique des 21 genes

étudiés

Nous avons construit un arbre phylogénétique a partir des séquences des régions promotrices des

21 génes impliqués dans I’infertilité masculine. Les 21 génes sont regroupés dans 1’arbre sous forme

de 5 clades importants :

Cladel: ADAM2, DAZL, FANCM, HDAC1, ACE, EGR4
Clade2: DDX4, EZH2, PPP1CC, DMRT1, CTCF, MCPH1
Clade3: HMGB2

Clade4: BCL2, KITLG, FANCA, APAF1

Clade5: CPEB1, HAT1, MLH1, BRDT

Ce groupement en clades suggere que chaque groupe est impliqué dans des processus

biologiques proches et essentiels a la spermatogenése et a la fertilisation masculine. De méme qu’il

indique une corrélation fonctionnelle entre eux dans le contexte de I'infertilité masculine
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s @ ADAMZ

& DAZL

#®FANDM

GROUPE1

b HDIAC

* ALK

& EGR4

B nnxd

LR ¥l

Bprric

GROUPEZ

upMRL
| OTCF
[ = MCTHI
SUMEDE T GROUPE 3

BUL2

- KITLG

GROUPE 4

FANCA

o AFAFI

CTERI

HATI
GROUPE 5
ML

BRDT

Figure 18: Arbre phylogénétique de 21 génes impliqués dans l'infertilite masculine
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2 Visualisation des résultats dans les logos :
D’apres le logo du premier groupe

GROUPL

Cz CCC : CTQ : %Tc

< ¢I¥ chd ¢ AC%yce gl 4 ,QSC T ¢C

- e e w e FeS eIt e 22 RANRIRERRRARENAIRRS Y2 ITSSTICRSAIS 2885833383858 8,

Figure 19: Logo du premier groupe de génes (ADAM2, DAZL, FANCM, HDAC1,
ACE, EGR4)

Nous constatons, la présence de motifs similaires CG pour tout le groupe dans les positions
(28,31,41). Ce motif est connu pour étre associé aux Tlots CpG, le fait qu’il soit présent suggere que
la méthylation de I’ADN pourrait affecter I’expression des geénes de ce groupe. La présence d’un
motif GC dans les positions (50,52,69) pourrait suggérer que ces génes sont soumis a une régulation
épigénétique. Comme ils sont impliqués dans la production et la fonction des spermatozoides, des
profils de méthylation anormaux pourraient contribuer aux fonctions reproductrices et donc a
I'infertilité. La présence de la base G conservée dans la position 47 sur ’ensemble de ces génes, peut
étre importante dans le contrdle de I'expression génétique en fixant des facteurs de transcription

spécifiques (figurel9).

-D’apres le logo du deuxiéme groupe

GROUP2

Figure 20: Logo du deuxiéme groupe des genes (DDX4, EZH2, PPP1CC, DMRTL,
CTCF, MCPH1)
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Nous constatons que l'enchainement des motifs CG et GC dans le logo de ce groupe est un
indicateur de la présence d'ilots CpG dans les régions promotrices de ces genes. Des anomalies dans
la méthylation des ilots CpG provoque une atténuation de 1’activité des genes ce qui conduit a de de
fertilité. La présence de séquence conservé G dans les positions 1, 54 et 55 indique que ces
nucléotides sont importants et ont été conservés au cours de I'évolution de la séquence, ces positions
pourraient étre impliquées dans la liaison des protéines ou le repliement de I'ADN. La Présence de
séquence conservée C dans les positions 11,26 et 43 pourraient avoir une indication de la présence

de motifs fonctionnels (Delphine, 2017).
-D’apres le 3éme groupe

La position unique du gene HMGB2 dans I'arbre phylogénétique suggere qu'il s'agit d'un gene
évolutif distinct, il peut avoir divergé des autres genes du groupe plus tét dans I'évolution, de méme
que ca peut étre lié a sa fonction distincte de celle des autres génes. Selon les données
bibliographique ce géne est impliqué dans le fonctionnement de la fonction spermatique (Sachin,
Neha and Martin,2013.) HMGB2 est abondamment exprimé dans les spermatozoides humains, ou il
se localise principalement dans le noyau et le cytoplasme. Son expression est régulée par divers
facteurs transcriptionnels, notamment p53 et SP1(Maria et al.,2018).

-D’apres le logo du 4éme groupe :

GROUPY

4 \ \
&\ccc‘cc ccc hoe: j et bl S GATH: ¢ it 'c CIC 0 ok :“g ] T Oy C THeT 'ccccc T 'c;c

(( i : i! lii : NN Hl TR XN L1143 ! RERERES Hl LR TR LR !? 2RE2RARRIRMN lli 2 tLLL lii " }Sl !ii BEISINANIIRIILN ll? ERRCERE2RENG Hl 15538

0 £ ¥

2

Figure 21:L.ogo 4éme groupe des génes (BCL2, KITLG, FANCA, APAF1)

La présence de nombreuses bases G conservées dans la région promotrice suggére la présence
de motifs transcriptionnels importants, peut aussi indiquer que cette réegion promotrice est fortement
régulée par des facteurs de transcription. La présence de motifs CG dans les positions 31 et 32
suggere la présence d'un flot CpG. La présence de motifs GC dans les positions 38 et 39 peut avoir
plusieurs significations : faire partie de sites de liaison pour des protéines spécifiques, peuvent
contribuer a la stabilit¢ de I'ADN, influencer la structure de I'ADN, ou simplement refléter une
variation aléatoire de la séquence d'ADN (ZAHIA, 2016).

33



Chapitre 03 : Résultat et Discussion

-D’apres le logo du 5éme groupe

GROUPS

RN

Figure 22:L.ogo du 5éme groupe des génes (CPEB1, HAT1, MLH1, BRDT)

La présence de bases conservées G et C a plusieurs positions peut indiquer la présence de sites
de liaison pour des facteurs de transcription spécifiques, les séquences riches en G conservées
peuvent étre importantes pour le contrdle de I'expression des genes en attirant des facteurs de
transcription spécifiques. De méme que la présence de motifs GC et CG, mais leur distribution peut

varier d'une région a l'autre.

-D’apres le logo entier

I

ggl@l T‘i‘rgé ?TTCTIQA MC CC CA CC
&?T,.é,;IﬁAééén?ﬁ fI;QTIcA;% & W

s SERCRFESSRFRRERRERN SN ORYYLIY S

o MF(
9%%&@ et Iégﬁj@i?i? el

sRVIFIE TS50 23060

7L
%ﬂﬂ | CI@C &m%fg ér%.é‘Ah ?g

TR A ATy T

T
¢

Figure 23: Le logo entier des régions promotrices des 21 genes

Les motifs GCCG palindromes est une séquence d'/ADN qui se lit de la méme maniere dans les
deux sens. Ainsi nous avons remarqué une présence d’un palindrome parfait CCGGGCC dans la
position [129-125]. Les motifs CCGG et GGCC peuvent servir de sites de liaison pour des facteurs
de transcription specifiques. La présence des poly G et poly C peuvent avoir plusieurs fonctions
dans les régions promotrices tels que Sites de liaison pour des protéines, influencer la structure de
I'’ADN, ou stabilité de I'ARN.
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3 Classement et analyse des résultat du calcul du tableau :

-D’apres les résultats

Nous avons remarqué que les génes ACE et EGR4 ont un % CG 73.5 = 79.6 proche et cela peut
expliquer pourquoi ils sont positionnés sur le méme clade. Aussi, cela peut indiquer que ces deux
genes partagent des fonctions biologiques similaires ou qu'ils sont régulés par des mécanismes
similaires. La méme chose pour les génes FANCM et HDAC1 qui ont un % CG trés proche 56 =
57.2. Comme pour les génes ACE et EGR4, cette observation indique que les génes FANCM et
HDAC1 partagent des fonctions biologiques similaires ou qu'ils sont régulés par des mecanismes

similaires.

Nos résultats montrent un %CG dans les régions promotrices de chaque gene est élevé dans
I’intervalle (63 = 75) % (tableau 3) cela signifie leur régulation épigénétique. Les génes EZH2 et
PPP1CC aient un %CG = 75% et les nombres des motifs CG et GC pour DMRT1, PPP1CC, EZH2
proches, suggerent les régions promotrices sont soumises a la régulation de I'expression des génes,

car la distribution des Tlots CpG et donc aux effets épigénétique (tableau3).

Tableau 3: les résultats obtenus sur les régions promotrices de chaque géne

Nomdu | Taille de CG% Nombre Nombre | Total | Nbr CpG Structure CpG

gene larégion | dans RP | de motif | de motif dans la

RP CG GC RP

ACE 34 735 5 6 11 0 CpG isolés
ADAM?2 42 57.1 1 3 4 0 CpG isolés
CTCF 124 71 15 21 36 0 CpG isolés
DAZL 208 61.54 10 19 29 0 CpG isolés
DMRT1 362 63.25 23 30 53 1 -CpG intermédiaire

356p
- CpG isolés

FANCA 32 81.25 4 7 11 0 CpG isolés
KITLG 188 84.04 39 38 77 0 CpG isolés
MCPH1 41 70.73 5 6 11 0 CpG isolés
MLH1 36 50 1 1 2 0 CpG isolés
PPP1CC 184 75 22 23 45 0 CpG isolés

35



Chapitre 03 : Résultat et Discussion

DDX4 55 67.3 4 8 12 0 CpG isolés
APAF1 535 69 45 53 98 0 CpG isolés
BRDT 298 57.3 21 32 53 0 CpG isolés
CPEB1 269 50.5 3 20 23 0 CpG isolés
EGR4 231 79.6 32 41 73 1 CpG intermédiaire
225p
-CpG isolés
EZH2 135 75 27 20 47 0 -CpG isolés
FANCM 34 735 5 6 11 0 CpG isolés
HMGB2 133 62.4 12 10 22 0 CpG isolés
HDAC1 400 57.2 13 27 40 1 -CpG isolés
-CpG Cluster
HAT1 54 51 15 16 31 0 -CpG lIsolés
BCL2 702 53 86 112 198 1 -CpG isolés
-CpG intermédiaire

Les nombres des motifs CG et GC pour DMRT1, PPP1CC, EZH2, sont aussi proches et ils
sont bien répartis dans les régions promotrices. Le %CG élevé dans KITLG = 84.04 et FANCA
=81.25, signifie que leurs régions promotrices sont riches en Tlots CpG. Nous constatons un nombre
de motifs GC élevé dans BCL2 égale a 112. Le géne FANCA dont la région promotrice fait 32pb et
un % CG =81,25 suggere que la majorité de la région promotrice est composée dlots CpG. Cela
renforce I'idée que ce gene est étroitement régulé par la méthylation de I'ADN. La petite taille de la
région promotrice peut suggérer que les éléments de régulation sont concentrés dans cette région. Le
nombre de motifs CG et GC presque identique dans KITLG 38 = 39 suggére que sa région
promotrice est équilibrée en CG et GC (Tableau 3).

Le nombre de motifs CG supérieur a GC dans le géne CPEB1, suggére une présence d’un ilot
CpG, de méme pour le %CG entre 50 et 62 dans les génes CPEB1, HATI1, MLH1 et BRDT c’est
cohérent avec la présence d'Tlots CpG dans ces genes. Nous constatons que souvent le % de CG est
supérieure a 50% ce qui renforce 1I’'idée que ces genes sont susceptibles d'€tre régulés par la

méthylation de I'ADN dans les Tlots CpG (Tableau 3).
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4 Visualisation des résultats obtenus du DBCAT :
D 'apres les résultats obtenus

Possible CpG islands shown in graph:

W CpG island region CpG site W The most dense CpG island DMNA sequence input
0 50 100

L " . " l 231
[ P —

Figure 24: Les CpG trouvé dans la Rp du gene EGR4

Possible CpG islands shown in graph:

M CpG island region CpG site M The most dense CpG island DNA sequence input

o 200 | 400

Figure 25: Les CpG trouvé dans la Rp du géne HDAC1

Possible CpG islands shown in graph:

W CpG island region CpGsite M The most dense CpG island DNA sequence input
0 50 100 500

e —— ] [ 702
| N T AT TN

Figure 26: Les CpG trouveés dans la Rp du gene BCL2

Nous avons obtenu comme résultats, une présence de différents types de CpG notamment CpG

isolés (en jaune), CpG cluster (en rouge) et CpG intermédiaire (en bleu), ainsi nous avons remarqué

une variété dans les positions des CpG dans les différentes régions promotrices des génes ces

résultats suggérent que ces régions peuvent avoir des fonctions différentes et jouer des réles distincts

dans la régulation de I'expression génique.

5 Observation des séquences sur DOLETE JS

-D "apreés les résultats obtenus
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Sequence 2
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Figure 27: Resultat obtenu du Dotlet Js des 21 genes

Présence des motifs CG et des microsatellites pourrait étre pertinente pour 1’analyse de
I’infertilit¢ masculine, ilots CpG peut affecter 1’expression des genes, microsatellites sont des

segment ADN répétes en tandem peut étre instable

6 Discussion des résultats

Dans le travail que nous venons d’effectuer, nous avons dans un premier temps sélectionné des
genes impliqués dans l'infertilité masculine et qui jouent des réles majeurs dans la spermatogenése
et la fertilité masculine. Nous avons constaté que 2 genes comme, ADAM2 et DAZL forment un
groupe monophylétique, leurs fonctions dans la division cellulaire et la spermatogénese, sont
essentielles pour le spermatozoide. Plus largement ; le géne EGR4 essentiel pour la formation des
spermatozoides, et occupe une position proche de ADAM2 et DAZL sur I’arbre phylogénétique.
Nos résultats montrent aussi que ces genes renferment des % de CG proches et donc montrent 1’effet

épigénétique dans la régulation de ces genes.

Pour le DMRT1 et PPP1CC ; des études ont suggéré que PPP1CC peut interagir avec des
protéines telles que DMRT1 pour réguler la phosphorylation de ces protéines ce qui explique leurs
positionnements dans le 2éme groupe (figurel8). Les génes CTCF et MCPHL1 interprétent dans la

structure de la chromatine donc ils partagent la méme fonction ce qui signifie leurs regroupements
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dans I’arbre. Les modifications qui peuvent subi ces génes provoquent en premier lieu une
expression réduite du gene, dysfonctionnement de la spermatogenese, augmentation des mutations et
des anomalies dans la maturation des spermatozoides et cela explique leurs relations directes avec

I’infertilité masculine.

Nos résultats montrent que la distribution des dinucléotides CpG dans les génes n'est pas
aléatoire. Ils tendent a se regrouper dans des régions appelées flots CpG, qui jouent un role
important dans la régulation de I'expression génétique. La distribution des CpG dans ces genes
montre une grande variabilité entre et au sein du méme clade. Cela suggére que la méthylation des
CpG joue un role important dans la régulation de I'expression de ces génes, et que ce role peut varier
d'un géne a l'autre. Les analyses de la distribution des CpG et des motifs CG et GC sur les régions
promotrices de chaque géne ont montré des résultats intéressants. Par exemple, les régions
promotrices de BCL2, EGR4 et DMRT1 comportent des CpG intermédiaires et des motifs CG et
GC, ce qui suggere une forte activité de la méthylation de I'ADN dans ces régions, ainsi que le géne
HDAC1 comporte dans sa région un CpG cluster ce qui suggere d’une part une forte activité de la
méthylation de I'ADN dans ces régions et d’autre part une modulation de la régulation épigénétique

de ces genes.

De nos résultats il serait donc intéressant d’élargir cette approche a d’autres genes comme :
HSP70, SIRT1, EGFR et MYC..., il serait important de déterminer le role de 1’épigénétique dans

I’infertilité masculine.

7 Conclusion et perspective

Notre travaille a montré qu’une modification épigénétique d’un groupe de génes impliqués dans
la spermatogénése peuvent entrainer une expression réduite, des dysfonctionnements de la fonction
reproductrice, et/ou des anomalies dans la maturation des spermatozoides. Ces modifications peuvent
étre induites par des facteurs environnementaux, tels que I'dge, la nutrition, le stress, et les
médicaments, et peuvent étre transmises a la progeniture, car la methylation des CpG est un
mécanisme épigénétique clé dans la régulation de I'expression des genes impliqués dans l'infertilité
masculine.

Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour confirmer les résultats que nous avons

observés et ainsi mieux comprendre le role de la méthylation CpG dans l'infertilité masculine.
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En résumé, notre étude fournit des preuves que la méthylation CpG joue un réle important
dans la régulation épigénétique des génes impliqués dans l'infertilité. Ces résultats pourraient avoir
des implications importantes pour le diagnostic de cette pathologie et le développement de nouvelles

thérapies pour le traitement de I'infertilité masculine.

40



Références Bibliographiques

Liste des références bibliographiques



Références Bibliographiques

10.

11.

12.

13.

14.

Abdelbasset Boukelia. (2020). Méthodes d’intelligence computationnelle pour 1’analyse et
I’exploration de données épigénétiques massives.
https://doi.org/10.13140/RG.2.2.23538.32965
Abdel Raheem A, Ralph D, Minhas S. Male infertility. Br J Med Surg Urol. 2012;

5:254-268.
Amira ZAROUR, &amp; Djihad CHELIA « Etude Comparative des Méthodes in Silico pour
la Détection des llots CpG », 2021

Belmokhtar R. ResearchGate , Exploration de la stérilité humaine : Recours aux techniques

cytogénétiques (caryotype, FISH), cité le 2 juillet 2020.

B. Yasmine et M.Ferial. « Nouvelle approche basée sur I’optimisation par essaim de particule
pour la détection des ilots CpG dans le génome humain », cité le 30 septembre 2021.

Boitrelle, F. (s. d.). Liens entre la morphologie et les marques éepigénétiques, la qualité de
I’ADN, le contenu chromosomique et les capacités fécondantes du spermatozoide humain.
Cazin, C. (s.d.). Exploration des causes génétiques des infertilités masculines séveéres et
implémentation d’une stratégie diagnostique par séquencage haut débit.

Cederroth, C. R., Vassalli, J.-D., & Nef, S. (2007). De I’épigénétique et du développement.
Revue Médicale Suisse, 3(100), 528-532. https://doi.org/10.53738/REVMED.2007.3.100.0528

Choucair, F. (s. d.-a). Unraveling the sperm transcriptome by next generation sequencing and
the global epigenetic landscape in infertile men.

Choucair, F. (s. d.-b). Unraveling the sperm transcriptome by next generation sequencing and
the global epigenetic landscape in infertile men.

Coutton, C., Satre, V., Arnoult, C., & Ray, P. (2012). Génétique de I’infertilité masculine : Les
nouveaux acteurs. médecine/sciences, 28(5), 497-502.
https://doi.org/10.1051/medsci/2012285014

Eddine, A. S., & Abdelhafedh, B. (s.d.). Nouvelle approche de prédiction des classes

protéiques issues d’un séquencage NGS par Deep Learning.

Gnansia, E. (2017). Environnement, génétique et épigénétique. Revue de médecine périnatale,
9(2), 66-72. https://doi.org/10.1007/s12611-017-0413-4

Gonon, F., & Moisan, M.-P. (2013). L’épigénétique, la nouvelle biologie de I’histoire

42


https://doi.org/10.13140/RG.2.2.23538.32965
https://doi.org/10.53738/REVMED.2007.3.100.0528
https://doi.org/10.1051/medsci/2012285014
https://doi.org/10.1007/s12611-017-0413-4

Références Bibliographiques

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

individuelle : Revue francgaise des affaires sociales, 1, 21-31.
https://doi.org/10.3917/rfas.125.0021

Grandjean, V. (2010). Epigénétique et infertilité/fertilité. Basic and Clinical Andrology, 20(4),
282-283. https://doi.org/10.1007/s12610-010-0105-4

Guibourdenche, M. (s. d.). Effets d’une exposition chronique maternelle a un pesticide et un
régime obésogene sur les fonctions physiologiques digestives : Approches in vivo et in vitro.
Hamamah, S. (2023). Vers une stratégie nationale de lutte contre ’infertilité. In Infertilité (p.
439-444). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-2-294-78134-6.00049-8

Houria, T., & Somia, S. (s. d.). Analyse in silico de quatre facteurs de transcription exprimés

chez Triticum aestivum sous conditions de stress biotique et abiotique.

Humbert, M. (s. d.). Diagnostic génétique de 1’azoospermie et prise en charge en assistance
médicale a la procréation au CHU de bordeaux, en particulier dans le contexte de I’agénésie
bilatérale des canaux déférents.

Huyghe, E. (s. d.). INFERTILITE MASCULINE.

Id, H. (s. d.). Causes de I’infertilité masculine et intérét des FIV ICSI / IMSI.

Jacques Young « Infertilité masculine, mécanismes, causes et exploration », VOL 80, Janvier-
Février 2016.

Junien, C., Panchenko, P., Fneich, S., Pirola, L., Chriett, S., Amarger, V., Kaeffer, B., Parnet,
P., Torrisani, J., Bolafios Jimenez, F., Jammes, H., & Gabory, A. (2016). Epigénétique et
réponses transgénérationnelles aux impacts de D’environnement: Des faits aux lacunes.
médecine/sciences, 32(1), 35-44.

https://doi.org/10.1051/medsci/20163201007

Karaouzene, T. (s. d.). Bioinformatique et infertilité : Analyse des données de séquengage haut-
débit et caractérisation moléculaire du gene DPY19L2.

Lakhdari, N. (s. d.). Programmation néonatale de I’infertilité male : Role de la dérégulation de
I’expression des microARNs dans I’apoptose des cellules germinales.

Marcelli, F., Robin, G., & Rigot, J.-M. (2009). Prise en charge de I’infertilit¢ masculine.
Progrés en Urologie, 19(4), 260-264. https://doi.org/10.1016/j.purol.2008.10.027

Morange, M. (2005). L’épigénétique: Un domaine de recherche aux multiples facettes.
médecine/sciences, 21(4), 339-339. https://doi.org/10.1051/medsci/2005214339

Olivennes, F., Hazout, A., &amp; Frydman, R. « Assistance médicale a la procréation. Elsevier
Masson ». (2006).

43


https://doi.org/10.3917/rfas.125.0021
https://doi.org/10.1007/s12610-010-0105-4
https://doi.org/10.1016/B978-2-294-78134-6.00049-8
https://doi.org/10.1051/medsci/20163201007
https://doi.org/10.1016/j.purol.2008.10.027
https://doi.org/10.1051/medsci/2005214339

Références Bibliographiques

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

39.
40.

Perrot Tafforeau, F. (2018). Epigénétique et génétique tissent le fil de soi: Insistance, n° 13(1),
137-152. https://doi.org/10.3917/insi.013.0137

Schlosser J, Nakib I, Carré-Pigeon F, Stearman F. 2007. Infertilit¢ masculine : stratégie de
prise en charge. EMC Urologie 12: 18-760 - A -.

SEPANIAK, S. FORGES, T. FONTAINE, B et al, « Impact négatif du tabac sur la fertilité
masculine : des spermatozoides a la descendance ». Journal de Gynécologie Obstétrique et
Biologie de la Reproduction, Vol 33, Issue 5, pp 384-390, 2004.

Sabrina Yara « Le réle du stress oxydant dans les changements épigénétiques contribuant aux

complications du syndrome métabolique », Septembre 2014.

Smith, S., Pfeifer, S. M., &amp; Collins, J. A. (2003). Diagnosis and management of female
infertility. Jama, 290(13), 1767-1770

Thakur, S., Garg, N., & Adamo, M. L. (2013). Deficiency of Insulin-Like Growth Factor-1
Receptor Confers Resistance to Oxidative Stress in C2C12 Myoblasts. PLoS ONE, 8(5),
e63838. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0063838

Wallerand, H., Bernardini, S., Chabannes, E., & Bittard, H. (2003). Infertilit¢ masculine de

cause génetique et biologie moléculaire. Progrés en Urologie.

WHO. Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human Semen.5%
ed.Geneva: World Health Organization,2010. « Génétique de I’infertilité masculine Les
nouveaux acteurs », médecine science, Issue 5, Vol 28,pp 497-502, Mai 2012.
Young, J. (2016). Infertilit¢ masculine : Mécanismes, causes et exploration. 80.
Yurgel, M. E., Shah, K. D., Brown, E. B., Burns, C., Bennick, R. A., DiAngelo, J. R., &
Keene, A. C. (2018). Ade2 Functions in the Drosophila Fat Body To Promote Sleep. G3
Genes|Genomes|Genetics, 8(11), 3385-3395.

https://doi.org/10.1534/g3.118.200554
Zarour, A. (s. d.). Etude Comparative des Méthodes in Silico pour la Détection des llots CpG.

ZAHIA AOUABED « méthodes bio-informatiques pour analyse des mécanismes moléeculaires

conduisant a la résistance aux médicaments dans le cancer du sein », Juillet 2016.

44


https://doi.org/10.3917/insi.013.0137
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0063838
https://doi.org/10.1534/g3.118.200554

Année universitaire : 2023-2024

Présenté par : ALLECHE Imene
SOUALAH Malak

Approche in silico dans I’analyse épigénétique

« Le cas de Pinfertilité masculine »

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Bio-informatique

L’objectif de ce travail est d’explorer in Silico les effets possibles de

I’épigénétique que I’infertilité masculine. Nous avons identifié¢ 21 genes impliqués

dans I’infertilité masculine décrits comme sous 1’effet de 1’épigénétique. La

méthylation des ilots CpG joue un role majeur dans I’expression des genes, donc
I’épigenétique peut €tre une cause sérieuse de I’infertilité masculine, en particulier
par D’effets de nombreux facteurs environnementaux. Les résultats obtenus montrent
une variéte dans la distribution des CpG au sein de nos genes, ce qui signifie une
forte activité de méthylation de I’ADN. Nos résultats, mémes, préliminaires peuvent

fournir un éclairage pour identifier des causes épigénétique dans I’infertilité
masculine et donc dans le traitement de cette maladie.

Mots-clefs : Epigénétique., Infertilité masculine., llots CpG, Méthylation.

Président du jury : Pr. HAMIDECHI M. A (Professeur U. KHENCHELA).
Encadrant : Dr BENSAADA Mostafa (MCA - U Constantine 1 Fréres Mentouri).
Examinateur(s) : Dr AMINE KHODJA lhsene (MAB - U Constantine 1 Fréres Mentouri)




