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Introduction

Pour les productions animales et en
particulier chez les bovins, l'objectif
est d'accroitre la productivité tout en
respectant la santé et le bien-étre des
animaux. D'importants efforts de sélec-
tion génétique ont été réalisés au cours
des cing dernieres décennies, et de
nombreux marqueurs génétiques ont
été associés a la production laitiere, la
qualité de la viande, la reproduction et
les caractéres de croissance (Bouquet
et Juga, 2013 ; Boichard etal,, 2016).
Cependant, la génétique ne permet
d'expliquer qu’une partie de la variabi-
lité phénotypique des caracteres d'in-
térét pour l'éleveur ; les modifications
épigénétiques contribuent également
a cette variabilité.

Initialement utilisé pour décrire I'in-
fluence de I'environnement sur le déve-
loppement des phénotypes, le terme
« épigénétique » a beaucoup évolué
depuis son introduction en 1942 par

Conrad H. Waddington. Lépigénétique
se définit aujourd’hui comme l'ensemble
des marques apposées sur le génome
qui induisent des changements de l'ex-
pression des génes sans altération de
la séquence d’ADN (Berger et al., 2009).
Ces marques sont a la fois stables et héri-
tables au cours des divisions cellulaires.
L'épigénome d’une cellule est 'ensemble
complet des marques épigénétiques,
telles que la méthylation de I'ADN, les
modifications post-traductionnelles
des histones, le remodelage de la chro-
matine, les ARN non codants et autres
molécules qui peuvent transmettre des
informations a travers la mitose en régu-
lant I'expression génique.

L'épigénome est trés dynamique
tout au long de la vie, et est régi par
une interaction complexe de facteurs
génétiques et environnementaux
(Kouzarides, 2007). En effet, toutes les
cellules d'un individu possédent le
méme patrimoine génétique qu'elles
utilisent de fagon variable en exprimant
plus ou moins fortement des génes
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différents en fonction du stade phy-
siologique et du type cellulaire. Cette
information spécifique d'un état cel-
lulaire donné est orchestrée par les
marques épigénétiques, activatrices
ou inhibitrices, qui ont la capacité de
modifier I'expression génique et de
définir des phénotypes spécifiques. De
plus, les marques épigénétiques appo-
sées sur le génome sont modifiables et/
ou réversibles en fonction de I'environ-
nement, et ces modifications peuvent
aussi avoir des conséquences a long
terme ( ). Le développement
d'un individu (embryon, feetus et nou-
veau-né ; mais aussi la différenciation et
la maturation des cellules germinales)
et de facon plus générale la période
qui entoure la conception, représente
une fenétre de temps particuliérement
sensible aux différents facteurs environ-
nementaux. Le retour a la totipotence
nécessaire a l'initiation du programme
développemental implique en effet une
grande plasticité des marques épigéné-
tiques en terme de diversité, quantité
et durée d'action. Ainsi, des variations
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Contribution de l'épigénome a la variabilité des phénotypes.

Facteurs extr nseques
Nutrition
Environnement in utero
Conduites d'élevage
Stress

Exposition aux toxiques
Changement climatique

Mutation induite

Génome  memmmmmmpp-| Epigénome

Mutation spontanée

Facteurs intrinsé
Sexe

Stades physiologiques
Age

— Expression 1 du génome — Phénotype 1

» Expression 2 du génome — Phé

» Expression 4 du génome — Phénotype 4

Expression nd » Phénotype n

Le génome évolue dans le temps sous l'influence de mutations intervenant de maniére aléatoire ; celles-ci
sont maintenues (ou pas) au sein des populations en fonction de leurs répercussions fonctionnelles.
[‘épigénétique permet une lecture spécifique de l'information génétique contribuant a la mise en place
d'états transcriptionnels différentiels au sein de chaque type cellulaire dans chaque tissu. L'épigénome
est aussi modifié sous l'influence de facteurs extrinseques et intrinseques, permettant une plasticité de
I'expression du génome et une déclinaison des réponses phénotypiques.

environnementales se produisant au
cours de la gestation peuvent avoir
des conséquences sur le phénotype de
la génération suivante, voire au-dela
(Junien etal,, 2016).

Dans cet article, nous décrivons brie-
vement les processus épigénétiques,
puis nous évoquons, a travers plusieurs
exemples principalement issus de tra-
vaux menés a INRAE, le réle majeur
de I'épigénome dans la construction
du phénotype chez le bovin, avec un
accent particulier mis sur les caractéres
de fertilité, de développement, de santé
et de production laitiére.

1. Marques et mécanismes
épigénétiques

B 1.1. Méthylation de 'ADN

Au sein de la séquence d’ADN, les rési-
dus de cytosine des dinucléotides CpG
(pour « cytosine-phosphate-guanine »)
peuvent étre méthylés en 5-méthylcy-
tosine (5meC; ). Cette méthyla-
tion de I'’ADN est connue depuis plus de
50 ans, avec la découverte de la 5meC
dans I'embryon d'oursin puis la mise en
relation de cette marque épigénétique
avec l'activité des genes au cours du
développement. Elle est présente chez
presque tous les organismes vivants,
mais chez les mammiféres, seules 5 a
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10 % des cytosines du génome sont
méthylées. Ce pourcentage semble
faible, mais rapporté aux dinucléotides
CpG, il dépasse bien souvent 80 %.

Les sites CpG ne se répartissent
pas de maniére uniforme le long du
génome. Les régions les plus denses en
sites CpG sont nommées «ilots CpG» et
sont en général méthylées lorsqu'elles
sont associées aux éléments répétés
du génome, tels que les rétrotranspo-
sons (éléments mobiles du génome,
d'origine virale accumulés au cours de
I'évolution) et les séquences satellites
centromériques et péricentromériques.
La méthylation de I'’ADN au niveau des
rétrotransposons, est nécessaire pour
prévenir leur réplication et protéger le
génome contre leur invasion. La méthy-
lation des séquences satellites péricen-
tromériques intervient quant a elle dans
la formation de I'hétérochromatine
constitutive, essentielle pour limiter les
recombinaisons et ségrégations chro-
mosomiques indésirables. Au niveau
des régions flanquant les ilots CpG, la
méthylation de I'ADN est particuliére-
ment dynamique en fonction du type
cellulaire, du stade de développement,
de la physiologie de I'animal ou de
I'environnement.

Associée a des éléments régulateurs
ou a des promoteurs, la méthylation
de I'ADN inhibe I'expression des génes,

tandis qu’au niveau intragénique elle
aurait un role activateur en limitant
les démarrages de transcription illé-
gitimes (Schubeler, 2015). La méthy-
lation de I'ADN intervient également
dans l'inactivation du chromosome X,
qui permet de compenser le double
dosage allélique chez les femelles, ainsi
que dans les processus d'empreinte
parentale décrits pour une centaine de
genes chez I'Homme et la souris. Les
géenes soumis a empreinte s'expriment
de maniére mono-allélique en fonc-
tion de l'origine parentale de l'alléle;
cette expression mono-allélique est
indispensable au bon déroulement du
développement et a une croissance
harmonieuse du feetus. Ces génes ne
semblent pas complétement conservés
entre espéces, et leur liste chez le bovin
n'‘est a ce jour pas exhaustive.

Les fonctions de la méthylation de
I'ADN sont médiées par des protéines
nucléaires portant un domaine de
liaison a '’ADN méthylé et capables
de recruter des répresseurs transcrip-
tionnels ou des enzymes de modifi-
cation des marques d’histones. Les
DNMT (ADN méthyltransférases) sont
les enzymes qui catalysent le transfert
des groupes méthyle sur la position 5
des cytosines a partir du métabolite
S-adénosylméthionine (produit a partir
d’acide folique apporté par l'alimenta-
tion). Les enzymes DNMT3A et DNMT3B
sontimpliquées dans la méthylation de
novo qui se met en place lors des pro-
cessus de différenciation cellulaire, mais
également en réponse a un stimulus
dans les cellules différenciées. L'enzyme
DNMT1, qui reconnait les sites CpG
hémiméthylés issus de la réplication de
I'ADN, assure le maintien et la propaga-
tion des patrons de méthylation a tra-
vers la division cellulaire (Lyko, 2018). La
déméthylation peut ainsi résulter d'une
absence d'activité de DNMTT1, la méthy-
lation de I'ADN étant progressivement
diluée au cours des cycles cellulaires.
Des mécanismes de déméthylation
active de I'’ADN sont également obser-
vés lors des vagues de reprogramma-
tion épigénétique ayant lieu dans les
précurseurs des cellules germinales et
I'embryon préimplantatoire. Ces méca-
nismes mettent en jeu la conversion des
5meC par les enzymes TET en dérivés
oxydés comme la 5-hydroxyméthylcy-
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Régulation épigénétique de l'expression génique.

A Méthylation de I'ADN
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A. La méthylation de I'ADN sur les cytosines des dinucléotides CpG, les modifications d’histones au
coeur des nucléosomes et les ARN non codants qui adoptent parfois des structures spécifiques appelées
«tige-boucle » sont les principaux régulateurs épigénétiques présentés ici. Dans le cas des modifications
d'histones, on citera d'abord I'histone ciblée, le résidu et sa position par rapport a la queue N-terminale
puis le type et le nombre de modifications (par exemple H3K9me3 pour la tri-méthylation de I'histone

H3 sur la lysine en position 9).

B. En fonction de l'environnement, différentes marques épigénétiques peuvent étre présentes, notamment
au niveau des flots CpG en amont du site d'initiation de la transcription des génes, conférant une structure
plus ou moins « ouverte » a la chromatine. Les modifications épigénétiques sont réversibles. Ce processus
est médié par plusieurs familles denzymes aux activités antagonistes : DNMT et TET pour la méthylation
de 'ADN, KMT et KDM pour la méthylation des histones, HAT et HDAC pour l'acétylation des histones.

Figure réalisée sur www.mindthegraph.com

tosine (5hmC), qui sont ensuite dilués
pendant la réplication ou remplacés
par des cytosines non méthylées par la
machinerie de réparation de I'ADN (Wu
et Zhang, 2017).

H 1.2. Modifications
post-traductionnelles
des histones

Dans le noyau, 'ADN génomique est
enroulé autour d'octameéres de quatre
types d'histones (H2A, H2B, H3 et H4)
pour former le nucléosome ( ).
Les histones sont de petites protéines
basiques, ce qui facilite leur liaison
a I'ADN, contenant également des
queues N-terminales ciblées par dif-
férents types de modifications : acéty-
lation, méthylation, phosphorylation,
ubiquitylation, sumoylation, ribosyla-
tion, désamination et isomérisation.
Ces modifications touchent différents
acides aminés, produisant ainsi des
dizaines de variants post-traductionnels

avec des roles fonctionnels différents.
L'addition ou le retrait de ces modifica-
tions sont des processus trés flexibles
qui affectent directement l'accessibilité
de I'ADN génomique par la machinerie
de transcription, et donc l'activation ou
la répression de I'expression génique
(Kouzarides, 2007). La combinatoire des
différentes marques d’histones (« code
des histones »), en association avec la
méthylation de I'ADN et la présence de
certains facteurs de transcription ou de
I’'ARN polymérase, définissent des états
chromatiniens associés a différents
états transcriptionnels. Ces états chro-
matiniens sont transmis aux cellules
filles, assurant la continuité de l'identité
cellulaire a travers la mitose.

Les modifications d'histones reposent
sur l'utilisation de métabolites issus
de l'alimentation (acétyl-coA et
S-adénosylméthionine) et sont contro-
lées par une importante machine-
rie épigénétique, comprenant des

enzymes capables d’apposer, d'effacer
et de lire ces marques. Les acétylations
et désacétylations ont été décrites des
les années 1960 (Allfrey et Mirsky, 1964).
Fruits de I'activité des histones acétyl-
transférases (HAT), les acétylations
ont pour effet de neutraliser la charge
positive de I'histone, d'augmenter son
encombrement stérique et de diminuer
la force de son interaction avec I'ADN.
Les lysines acétylées permettent égale-
ment le recrutement de protéines a bro-
modomaine qui interviennent dans le
remodelage de la chromatine. Il résulte
de ces différents modes d’action une
ouverture de la chromatine (euchro-
matine) et une augmentation locale de
I'activité transcriptionnelle (Mujtaba
etal, 2007). Les processus de désa-
cétylation, qui ont une action opposée
sur la transcription, font intervenir les
histones désacétyltransférases (HDAC)
et sont associés a laformation de I'hété-
rochromatine (chromatine compacte).
Les méthylations, qui consistent en
I'addition d'un ou plusieurs groupe(s)
méthyle(s) sur les résidus lysines ou
arginines des queues d’histones, sont
catalysées par des histones méthyltrans-
férases (KMT) tandis que les déméthyla-
tions résultent de I'activité des histones
déméthylases (KDM) (Jenuwein, 2006).
A la position H3K4, la triméthylation
(H3K4me3) est une signature d’activité
transcriptionnelle, en particulier lors-
gu'elle est combinée avec une acéty-
lation. A l'inverse, la méthylation est
associée a une répression transcription-
nelle lorsqu'elle touche H3K27 et H4K20
et a I'hétérochromatine constitutive a
la position H3K9, en association avec la
protéine HP1 et la méthylation de 'ADN
(Nishibuchi et Dejardin, 2017).

Enfin, il estimportant de noter qu'un
type de cellule échappe a la structure
en nucléosome : le spermatozoide, ol
selon les espéces 85 a 99 % des histones
sont remplacées par des protamines,
protéines riches en arginine formant
des structures en forme de tores avec
I'ADN (Carrell, 2012). Le remplacement
des histones par les protamines joue
un role important dans la compaction
de la chromatine du spermatozoide,
qui contribue a la réduction du volume
nucléaire, a I'acquisition d'une mor-
phologie hydrodynamique et permet
de protéger le patrimoine génétique

INRAE Productions Animales, 2020, numéro 2
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paternel contre l'oxydation, notam-
ment lors de la migration a travers |'épi-
didyme et les voies génitales femelles.

H 1.3. ARN non-codants

La découverte des ARN non-codants
a bouleversé le dogme selon lequel
chaque géne codait une protéine pos-
sédant une fonction cellulaire. Des
recherches récentes ont mis en évi-
dence de nombreuses formes d’ARN
non-codants soulignant leurs roles
dans la physiologie et leurs implica-
tions dans de nombreuses patholo-
gies (Bayoumi etal., 2016). Les ARN
non-codants sont divisés en sous-
classes selon leur taille, leur fonction
ou leur localisation génomique. Les
petits ARN non-codants comprennent
les ARN dont la taille est inférieure a
200 nucléotides, parmi lesquels les
microARN (miARN, 19-24 nucléotides).
Chez les mammifeéres, plus de 2 000
miARN par espéce sont actuellement
répertoriés dans la base publique de
référence miRBase. Au niveau géno-
mique, les miARN peuvent étre orga-
nisés en cluster (Griffiths-Jones etal.,
2008) ; ils partagent alors un promo-
teur commun et sont transcrits en
large polycistrons (grand fragment
d’ARN contenant plusieurs miARN).
Les génes de miARN peuvent égale-
ment étre localisés dans les introns de
génes codants ou non. Ces génes de
miARN introniques peuvent soit parta-
ger le méme promoteur que leur hote,
soit utiliser un promoteur distinct ou
méme plusieurs sites d'initiation de la
transcription (Monteys et al., 2010).

La biosynthése de miARN fonction-
nels et I'assemblage du complexe RISC
(« RNA-induced silencing complex »)
font appel a une cascade de réac-
tions enzymatiques se regroupant en
cinq étapes: i) transcription du géne
codant le miARN sous forme de miARN
primaire (pri-miARN), ii) maturation du
pri-miARN en précurseur (pré-miARN)
au niveau nucléaire, jij) export du pré-
miARN du noyau vers le cytoplasme, iv)
maturation du pré-miARN en miARN
mature et v) formation du complexe
RISC. Ce complexe est guidé par le
miARN vers ses transcrits cibles par
homologie partielle de séquences entre
les deux especes d’ARN ; il peut induire
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ensuite l'inhibition de la traduction ou
la dégradation des ARN messagers.
Un miARN peut ainsi cibler une cen-
taine d’ARNm différents et un ARNm
peut étre ciblé par plusieurs dizaines
de miARN différents. En participant a
la régulation de lI'expression génique,
les miARN ont des réles clés dans I'en-
semble des fonctions biologiques chez
les mammiféeres (Bushati et Cohen,
2007). Les fonctions des miARN dans
la prolifération, la différenciation ou la
mort cellulaire sont conservées au cours
de I'évolution et entrent en jeu dans
toutes les voies biologiques ; citons par
exemple la réponse immune, le rythme
circadien ou encore le développement
cérébral.

Les études de profils d'expression
des miARN indiquent que la majo-
rité d'entre eux est sous le contréle
de signaux développementaux et/ou
tissus-spécifiques, comme miR-1 qui
représente 45 % des miARN exprimés
dans le cceur et miR-122 qui repré-
sente 72 % des miARN du foie (Lagos-
Quintana etal., 2002). Le controle
précis du niveau d’expression des
miARN est crucial pour maintenir les
fonctions physiologiques de la cellule,
et les dérégulations de leur expression
sont souvent associées a des patholo-
gies telles que le cancer (Landgraf et al,
2007). Leur dérégulation peut jouer
un réle dans les processus d'initiation,
de prolifération et d'invasion des cel-
lules tumorales ; des travaux récents
semblent également les impliquer
dans les mécanismes de résistance a
certains traitements anti-tumoraux.
La dérégulation de l'expression des
miARN dans le cancer peut également
mettre en jeu des mécanismes épigé-
nétiques affectant l'activité de leurs
promoteurs (Choudhry et Catto, 2011).

Les miARN peuvent étre secrétés
dans le milieu extracellulaire et circu-
ler dans les fluides biologiques (Weber
etal., 2010). Dans de nombreuses
situations pathologiques, des varia-
tions quantitatives voire qualitatives
des miARN circulants au niveau du
sérum (d'origine périphérique), des
plaquettes ou des leucocytes et héma-
ties ont été mises en évidence, qui les
font apparaitre comme des biomar-
queurs potentiels.

2. Fertilité, reproduction
et développement

B 2.1. Reprogrammation
épigénétique
dans les cellules germinales

La différentiation des cellules ger-
minales prend place dans les gonades
males (testicules) et femelles (ovaires).
Au cours de la vie feetale, les gonades
apparaissent d'abord sous forme
de crétes génitales puis se différen-
cient en ovaire ou testicule selon le
sexe de l'individu. Cette orientation
de la gonade vers une voie male ou
femelle conditionne le devenir de
la lignée germinale et la nature des
remaniements épigénétiques asso-
ciés. L'établissement des lignées ger-
minales male et femelle requiert trois
étapes successives : i) spécification des
Cellules Germinales (CG) primordiales
a partir de I'épiblaste embryonnaire
en début de gastrulation, ii) migration
vers les crétes génitales, iii) différencia-
tion en fonction de lI'environnement
testiculaire ou ovarien.

Alors que les CG males arrétent de
proliférer et entrent en quiescence (la
méiose démarrant a la puberté), les
CG femelles entrent en méiose des la
vie foetale. Ces 3 étapes reposent sur
un programme transcriptionnel spéci-
fique au sexe et orchestré par des rema-
niements épigénétiques de grande
ampleur. Le patron de méthylation de
I’ADN caractérisant I'épiblaste embryon-
naire est ainsi effacé sur l'ensemble du
génome lorsque les CG primordiales
colonisent la gonade ; la méthylation
de I'ADN est ensuite réapposée selon
une dynamique différente dans les CG
males et femelles ( ).

L'essentiel des connaissances concer-
nant la dynamique d'effacement de
la méthylation de I'’ADN repose sur
les données issues du modele murin
et dans une moindre mesure, d'in-
formations acquises chez I'Homme.
L'effacement de la méthylation
touche d’abord la majeure partie des
flots CpG dans I'ADN des CG primor-
diales en migration, puis des régions
plus spécifiques du génome lors de
la colonisation des crétes génitales.
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Evolution de la méthylation de I’ADN dans les cellules germinales (CG) au cours du développement.

Niveaux de
5meC dans
Spécification Migration Colonisation des
des CGP des CGP crétes génitales
| | |
Souris 6.25 jpc 8-10.5 jpc 10.5-11.5 jpc 13.5 jpc
Humain 2 semaines 3-5 semaines 7-8 semaines 10-11 semaines
Bovin 18 jpc 18-27 jpc A partir de 27 jpc 70-80 jpc ?
Niveaux de
CG XX

Arrét mitotique
Différenciation des CG XY

Naissance

19-21 jpc
39 semaines
280 jpc

Initiation de la
méiose des CG XX

Lintensité de couleur des fleches explicite les niveaux de méthylation de I'ADN des CG en fonction des stades de développement chez la souris. Ainsi, lors
de leur migration, puis de la colonisation des crétes génitales, les CG déméthylent progressivement leur génome, pour atteindre le niveau de méthylation le
plus bas au stade précédent la méiose dans l'ovaire et |'arrét des mitoses des CG dans le testicule. Chez les males une nouvelle méthylation est rapidement
apposée, alors que chez les femelles, la méthylation de I'ADN de l'ovocyte débutera lors de la maturation ovocytaire des follicules en croissance. Lévolution de
la méthylation de I'ADN dans les CG feetales bovines n'est pas connue ; [équivalence des stades de développement est mentionnée a titre indicatif. Jpc : Jour

post conception ; CGP : CG Primordiales.

Cet effacement n'est pas total : cer-
taines régions génomiques, comme
les éléments répétés, conservent de la
méthylation a un degré différent selon
le sexe et I'espéce (Seisenberger et al.,
2012 ; Guo etal., 2015). En paralléle de
la déméthylation de I'ADN, les niveaux
des marques d'histones répressives
augmentent, afin d'éviter qu’une acti-
vité transcriptionnelle massive ne se
mette en place suite a I'hypométhy-
lation du génome (Gkountela etal.,
2015). La perte de 5meC, mais aussi
de marques d’histones répressives
et le gain en 5hmC sont essentiels a
I'expression de génes de la différencia-
tion germinale et a la progression de la
gamétogeneése, en particulier chez les
femelles ou elle précéde de peu l'ini-
tiation de la méiose (Hill et al., 2018).

La reméthylation de I'’ADN des CG
fait appel aux enzymes de méthyla-
tion de novo DNMT3A et 3B, mais aussi
a DNMT3L, un cofacteur spécifique de
la lignée germinale, dépourvu d'ac-
tivité méthyl-transférase et guidant
les DNMT3A et B vers les séquences a
méthyler. Cette étape intervient a des

stades différents selon le sexe. Chez les
males, la reméthylation commence dés
la vie foetale. Bien que la majeure partie
de la méthylation dans les CG males ait
été acquise pendant la vie in utero, il
semble que des remaniements conti-
nuent aprés la naissance, et méme
lors de la spermatogenése (Ly etal.,
2015). La dynamique de reméthyla-
tion de I'ADN n'est a ce jour pas connue
chez le bovin male, mais est a I'étude
a INRAE (Mandon-Pépin etal., 2017).
Chez les femelles, la reméthylation se
fait progressivement aprés la puberté
alors que l'ovocyte mature et grossit
au cours de la croissance folliculaire.
Les premiers signes de reméthylation
apparaissent lors de la transition fol-
licule primaire/ follicule secondaire,
lorsque l'ovocyte a atteint 110 um
chez la vache (O’'Doherty et al., 2012).
La reméthylation se poursuit ensuite
jusqu’a l'ovulation.

Ainsi, la reméthylation de 'ADN des
CG se fait principalement pendant la
vie foetale chez les males et majori-
tairement aprés la puberté chez les
femelles. Les CG males ou femelles ne

présentent donc pas la méme sensibi-
lité a I'environnement, notamment au
cours de la gestation. Les conditions de
vie de la meére peuvent avoir un impact
sur la reprogrammation des CG males et
I'épigénome spermatique a I'age adulte,
avec des conséquences physiologiques,
notamment en terme de métabolisme,
observables a la génération suivante
(Radford et al., 2014). Chez les bovins,
le contréle de I'environnement au cours
de la gestation (en particulier I'alimen-
tation des méres hautes productrices)
pourrait donc s'avérer crucial pour assu-
rer la future fertilité des taureaux.

m 2.2. Epigénome
spermatique

Nous avons montré que les sper-
matozoides bovins présentaient un
taux global de 5meC particuliere-
ment faible par rapport aux cellules
somatiques bovines mais aussi a des
spermatozoides de boucs, béliers,
Homme, étalon, verrat et souris (Perrier
etal.,, 2018). Cette faible méthylation
est observée pour I'ensemble des
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Relations entre éléments fonctionnels du génome, densité en CpG et 5meC dans les cellules somatiques et les

spermatozoides.
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La densité en CpG (A) et la méthylation de I'ADN (B) pour différents éléments du génome sont schématisés le long d'un chromosome. En B, les lignes pleines
illustrent I'nyperméthylation globale du génome, qui semble conservée entre espéces de mammiferes et cellules différenciées, alors que la méthylation variable
est représentée par des lignes pointillées (jaune : cellules somatiques ; bleu : spermatozoide). Les marges et facteurs de variation sont représentés par des fleches.
Les promoteurs des génes (1), qui ont une méthylation variable en fonction de I'activité transcriptionnelle dans les cellules somatiques, sont déméthylés dans
les spermatozoides transcriptionnellement inactifs. Les éléments mobiles du génome (2) et les séquences péricentromériques (3), hyperméthylés dans les
cellules somatiques, présentent une méthylation variable en fonction de la famille de rétrotransposons qui les constituent (2) et de I'espéce (3), respectivement.

D'apres (Kiefer et Perrier, 2019).

races bovines étudiées a ce jour et ne
semble pas affectée par le processus
de congélation de la semence. Pour
déterminer les séquences hypomé-
thylées, nous avons comparé le méthy-
lome spermatique avec celui de tissus
somatiques bovins par des approches
pan-génomiques. De nombreuses
positions différenciellement méthylées
ont été mises en évidence, dont 81 %
sont hypométhylées spécifiquement
dans les spermatozoides. Ces sites
hypométhylés sont enrichis en genes
de la spermatogenése ainsi qu’en
séquences répétées de type satellite et
ADN ribosomique (Perrier et al., 2018).
La surreprésentation de ces séquences
répétées dans le génome bovin, ainsi
que leur faible méthylation, pourraient
expliquer pourquoi les spermatozoides
bovins présentent un taux de 5meC
global plus bas que les spermatozoides
d’autres especes de mammiferes. Ce
travail, associé a des études similaires
dans d'autres espéces, nous a permis
de proposer un profil-type du méthy-
lome spermatique (Kiefer et Perrier,
2019; ).
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Les facteurs associés a des variations
du méthylome spermatique sont a
présent étudiés a partir d'une cohorte
de 260 taureaux. La race (Holstein,
Montbéliarde, Normande, Charolais,
Blanc Bleu Belge et Abondance) semble
modeler le méthylome spermatique
(Perrier etal., 2019). Un effet majeur
de I'dge du taureau au moment de la
collecte de semence a également été
mis en évidence dans toutes les races
étudiées. Cet effet suggére une plasti-
cité inattendue de I'épigénome sper-
matique, qui était considéré jusqu'a peu
comme stable a I'age adulte puisque la
vague de reméthylation de novo est
alors achevée. Depuis 2017, plusieurs
publications chez la souris, 'Homme et
plus récemment chez le bovin (Lambert
etal., 2018 ; Takeda etal., 2019), vont
dans le sens de ces observations. Ceci
génere des questions par rapport aux
conséquences possibles des pratiques
actuelles de collecte de semence, réa-
lisées a un age de plus en plus précoce
dans les races laitiéres. Des approches
d'intelligence artificielle sont actuelle-
ment en cours pour isoler les meilleurs

biomarqueurs prédictifs de fertilité
male dans le méthylome spermatique.

Depuis I'avénement de la sélection
génomique, la valeur génétique des
reproducteurs est établie précocement a
partir des génotypes, et de nombreuses
pratiques visant a accélérer la maturité
sexuelle, et donc la commercialisation
des taureaux, sont testées. L'une d'elles
consiste a administrer aux jeunes males
un plan d‘alimentation riche pendant les
premiers mois de vie, ce qui a pour effet
de déclencher la puberté avec un mois
d‘avance sans effet visible sur la qualité
de la semence (Byrne et al, 2018). Nous
avons montré que les conséquences
du régime et de la puberté avancée sur
la méthylation de I'ADN spermatique
sont relativement limitées mais existent
(Perrier et al.,, 2020). Ces données sug-
gerent que I'épigénome des sperma-
tozoides contient une mémoire des
éveénements passés, et que les premiers
mois de vie du taureau représentent
une fenétre de sensibilité aux variations
environnementales. Il serait important
de déterminer dans quelle mesure ces



variations de méthylation peuvent alté-
rer le développement et le phénotype
de la descendance.

Le contenu en ARN spermatiques a
longtemps été considéré comme un
vestige de la spermatogénése. Plus
récemment, des études ont montré que
les ARN spermatiques étaient transfé-
rés dans l'ovocyte et contribuaient a la
réussite de la fécondation et des pre-
miéres étapes du développement de
I'embryon. Les petits ARN non-codants
(sncARN) en particulier pourraient
constituer des biomarqueurs reflétant
le bon déroulement de la spermato-
génese et/ou la fonctionnalité de la
semence (Bissonnette et al.,, 2009).

Une analyse exhaustive des profils
d'expression des sncARN spermatiques
sur une cohorte de 40 taureaux repré-
sentant 6 races (Holstein, Montbéliarde,
Normande, Charolais, Blanc Bleu Belge
et Abondance) a été réalisée (Sellem
etal., 2020). Outre des miARN (20 %),
nous avons identifié des ARN interagis-
sant avec PIWI (piARN, 26 %) mais aussi
des fragments d’ARN ribosomiques
(25 %) et d’ARN de transfert (14 %). Il est
intéressant de noter que les fragments
d’ARN de transfert associés a une gly-
cine ou une glutamine sont trés repré-
sentés parmi I'ensemble des ARN de
transfert. Des variations de profils d'ex-
pression ont été observées entre races
pour toutes les catégories de sncARN.

Seuls 26 % des miARN spermatiques
identifiés dans nos données ont déja
été décrits, la grande majorité étant pré-
dite et potentiellement spécifique de
I'espece bovine. Nous montrons aussi
que 2 % des miARN sont trés fortement
exprimés dans le spermatozoide, sug-
gérant une importance fonctionnelle.
Des études font état d’une potentielle
corrélation entre le profil d’expression
des miARN et la fertilité des taureaux
(Govindaraju etal., 2012 ; Fagerlind
etal, 2015). La présence de ces miARN
pourrait favoriser une dépression en
ARN messagers ovocytaires correspon-
dant aux genes cibles de ces miARN et
une modification des premiéres étapes
du développement embryonnaire.
Suivre les conséquences d'une surex-
pression ou suppression de ces miARN
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sur la cinétique et la qualité de déve-
loppement des embryons permettrait
d'explorer leur fonction.

W 2.3. Epigénome
de I'embryon

Aprés la fécondation, les génomes
paternel et maternel sont reprogrammés
afin de permettre le développement de
I'embryon. Cette reprogrammation se
caractérise par une série de modifica-
tions épigénétiques démarrant juste
apres la fécondation (Ross et Sampaio,
2018), en particulier pour le génome
paternel. Les protamines présentes sur
I'ADN paternel sont échangées avec
les histones maternelles, qui sont rapi-
dement méthylées en position H3K4
(marque activatrice). Au contraire, la
chromatine maternelle comporte de
nombreuses modifications d'histones
répressives. Cette asymétrie entre
génomes parentaux observable apres
la fécondation finit par s'estomper alors
que développement embryonnaire pro-
gresse (Pichugin et al., 2010 ; Boskovic
etal, 2012). Il a aussi été montré que
le niveau global de 5meC diminue for-
tement dans les embryons au cours
du développement préimplantatoire.
A I'échelle de la séquence génomique
cette diminution est associée a des
vagues successives de déméthylation
et méthylation de novo qui coincident
avec les grandes étapes du dévelop-
pement précoce (Jiang etal, 2018).
Comme chez la souris, la déméthylation
est plus rapide et plus importante pour
le génome paternel bovin et requiert
I'expression des enzymes TET. Par ail-
leurs, alors que les enzymes DNMT1 et
DNMT3A sont présentes, il semble que
DNMT3B soit principalement respon-
sable du contréle des niveaux de 5meC
dans les embryons bovins. Les génes
soumis a empreinte ne sont pas affec-
tés par cette vague de déméthylation.

Ces remaniements épigénétiques
participent au déclenchement de I'acti-
vation du génome embryonnaire (EGA).
En effet, le génome de I'embryon nou-
vellement fécondé est d'abord transcrip-
tionnellementinactif. Le développement
embryonnaire dépend alors strictement
du stock en ARN et en protéines accu-
mulés dans l'ovocyte. 'EGA intervient au
stade 8-cellules chez le bovin, soit 3 jours

apres la fécondation, et se caractérise
par une organisation unique de la chro-
matine. Ainsi, les niveaux globaux des
marques d’histones répressives qui dimi-
nuent aprés la fécondation atteignent
un niveau minimum a I'EGA pour se
rétablir au stade blastocyste, siege de
la premiere différenciation cellulaire.
La marque H3K27me3, par exemple,
est éliminée pendant les premiéres
divisions embryonnaires par I'histone
méthyltransférase KDM6B (Chung et al,,
2017). Lorsque l'on réprime l'expression
de KDM6B, empéchant la diminution de
H3K27me3, cela entraine une altération
de I'EGA ainsi qu’une réduction du taux
de blastocystes. De telles expériences
d’invalidation génique des enzymes
catalysant les modifications d’histones
confirment leur réle essentiel dans
remodelage de la chromatine apres la
fécondation et I'EGA.

Par ailleurs, de plus en plus d’em-
bryons bovins sont produits aprés
superovulation (stimulation hormo-
nale utilisée pour augmenter le nombre
d'ovocytes), maturation in vitro (MIV)
utilisée pour obtenir des ovocytes avant
Fécondation In Vitro (FIV), et culture
in vitro des embryons. Ce mode de pro-
duction n'est pas sans conséquences sur
le profil épigénétique des embryons et
individus a plus long terme (Beaujean,
2018). La superovulation semble affec-
ter la mise en place des modifications
épigénétiques ainsi que le transcrip-
tome ovocytaire, ce qui pourrait impac-
ter la capacité de développement des
embryons produits dans ces condi-
tions. Nous avons également montré
que l'exposition d'ovocytes bovins a un
choc thermique entrainait une accumu-
lation de H3K9me3 et une formation
d'hétérochromatine excessive dans les
embryons obtenus par FIV (Camargo
etal, 2019), illustrant la sensibilité des
ovocytes aux conditions de culture. Ces
anomalies sont par ailleurs corrélées a
une augmentation du taux d’apoptose
des cellules embryonnaires et une dimi-
nution du taux de blastocystes.

Le stockage des gameétes et des
embryons sont largement utilisés en
association avec les biotechnologies de
la reproduction. Les niveaux anormale-
ment élevés de certaines modifications
d’histones ont pu étre observés dans
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les ovocytes vitrifiés bovins. Dans les
embryons bovins cryoconservés, I'ex-
pression de DNMT3A et les niveaux de
5meC semblent également étre affectés
(Stinshoff etal., 2011). De telles études
sont cependant assez rares chez les
animaux d'élevage. A ce jour, aucune
évaluation de lI'impact potentiel de
ces modifications épigénétiques sur le
développement ultérieur de I'embryon
et du nouveau-né, n'a été réalisée.

Enfin, le syndrome du gros veau a été
la premiére preuve évidente de I'impact
négatif des conditions de culture in vitro
sur le développement anormal d'em-
bryons de ruminants apres leur transfert
chez des receveuses (Heyman, 2005). Ce
syndrome est caractérisé par un phéno-
type de prolifération et semble lié aux
conditions historiques de culture de
I'embryon (présence de sérum de veau
foetal riche en facteurs de croissance
et/ou addition de ces facteurs dans les
milieux de culture), qui ont depuis été
rectifiées. Ce phénomene a mis en évi-
dence une persistance pendant la ges-
tation des défauts induits par la période
de culture, et touchant la méthylation
de I'ADN, l'expression des génes sou-
mis a empreinte et l'acétylation des
histones (Beaujean, 2018).

H 2.4. Anomalies

de 1'épigénome et défauts
de développement

chez les clones bovins

Lobtention d'animaux clonés s'ap-
puie sur une reprogrammation épigé-
nétique majeure du noyau somatique
assurée par la machinerie ovocytaire,
qui permet de remplacer le profil d'ex-
pression de la cellule donneuse diffé-
renciée par un profil compatible avec le
développement embryonnaire. En utili-
sant une lignée de fibroblastes dérivés
d'une seule vache, il est possible d'ob-
tenir plusieurs individus possédant le
méme génotype. Comme le transfert
s'effectue dans des ovocytes dont l'ori-
gine est variable, chaque noyau soma-
tique se trouve dans un environnement
maternel différent. La reprogrammation
épigénétique qui s'en suit peut présen-
ter des erreurs et induire un large éven-
tail de conséquences : arrét immédiat
du développement ou syndrome foe-
toplacentaire, limitant le succés du clo-
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nage a 12 % d'individus viables et sains
(Heyman, 2005).

L'élimination du profil épigénétique
associé au type de cellule donneuse,
et son remplacement par le profil épi-
génétique de lI'embryon, semblent
incomplets ou incorrects pour une
proportion importante d'embryons.
Une corrélation claire entre l'efficacité
de la réorganisation de l'architecture
nucléaire et notamment du profil de
H3K9me3, et le pourcentage d’em-
bryons clonés survivant aux premiers
clivages embryonnaires a été démon-
trée (Pichugin etal, 2010). Ces profils
épigénétiques anormaux ayant un
impact négatif sur le développement
embryonnaire et foetal, différentes
stratégies ont été utilisées pour tenter
de corriger les erreurs épigénétiques
et améliorer l'efficacité du clonage. Par
exemple, la surexpression d’AlD codant
une enzyme impliquée dans la démé-
thylation active de I’ADN, réduit I'hy-
perméthylation des embryons clonés et
améliore significativement les taux de
clivage et de blastocystes chez le bovin
(Ao etal, 2016). Cependant, les blasto-
cystes obtenus n'étant généralement
pas transférés chez des receveuses, le
recul sur Iimpact a long terme de ce
type de stratégie est limité.

Les conséquences du transfert
nucléaire sur le développement des tis-
sus extra-embryonnaires a des stades
clé de la gestation, ont été analysées
a partir de 124 conceptus clonés et
témoins (Guillomot etal, 2014). Outre
des différences de taux de 5meC entre
tissus et stades, cette étude a montré
que le clonage provoquait une aug-
mentation significative du taux de
5meC dans certains compartiments
extra-embryonnaires. Cette différence
est ensuite perdue aux stades plus
avancés de la gestation, suggérant
I'existence de mécanismes de compen-
sation. Le taux de 5meC est toujours
plus bas pour les foetus pathologiques
arrétés dans leur développement.

La présence d'anomalies épigéné-
tiques dans le foie de clones bovins

morts en période périnatale a été
rapportée (Kiefer et al., 2016). Ces ano-
malies sont corrélées a des altérations
majeures de la fonction hépatique
chez ces animaux, comme une dimi-
nution de la réserve de glucose dans
le foie. En temps normal cette réserve
est constituée peu avant la naissance
et est utilisée par les nouveau-nés
jusqu’aux premiers apports alimen-
taires. Les anomalies épigénétiques
touchent des génes importants pour
le métabolisme, et entrainent la déré-
gulation de I'expression de TCF7L2,
un géne majeur de prédisposition au
diabéte chez 'Homme impliqué dans
la production de glucose par le foie.
On peut donc faire I'hypothése que
la reprogrammation du noyau soma-
tique, lorsqu'elle estincompléte, altere
la capacité de foetus clonés a s'adap-
ter aux conditions d’alimentation
post-natales. Au-dela de ses impli-
cations pour le clonage, cette étude
(Kiefer etal.,, 2016) montre qu'une
attention particuliére doit étre portée
au foie du foetus, de maniére a mieux
le préparer a la transition métabolique
que constitue la naissance et ainsi
optimiser les chances de survie du
veau. Une alimentation qui réponde
aux besoins de la mere en gestation
tout en permettant la mise en place
d’un épigénome hépatique favorable
chez le foetus pourrait étre envisagée
comme levier d'action pour améliorer
la fonction hépatique.

3. Santé et immunité :
marques épigénétiques
des cellules circulantes

La santé des animaux d'élevage est
la clé de volte de leur bien-étre et de
la réalisation de leur potentiel géné-
tique. Le concept « animaux robustes
et efficients » englobe les notions
de santé associées a une résistance
aux pathogénes et/ou de réponse
immune efficace, d'adaptation aux
changements environnementaux
(conduites d'élevage, nutrition, cli-
mat), de production de qualité et en
quantité, tout en limitant les impacts
sur I'environnement. Les analyses
phénotype/génotype permettent a
la sélection génomique d’identifier
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Méthylation de 'ADN dans les cellules immunitaires.

A

Cellules souches

Hématopoiétiques (MPP)
(HSC) (R
==

Protéines membranaires
d’interaction

PECAM1 -

LY86

CD226 -

CcD82 -

MS4A1 -

TARM1 »

Récepteurs

IL21R «
IL9R «
IL1R1 «
TNFRSFA «
RXRA «

Progéniteurs
Progéniteurs ™% Multipotents =

Progéniteurs

lymphoides
(CLP)

Progéniteurs

Mygloides Tram Granulocytes- monocytes
(CMP) (GMP)

Progéniteurs

ey

Monocyt:

=000

—’_> @ Granulocyte
Progenlteurs

Macrophage

T

(CDP)
&

Protéines de transduction

Protéines de la machinerie épigénétique

JARID2 KAT6A KADM4AetB KAT2B

* CACNA1H
*VAV1,2,3

- MAPKAPK
* RASSF5

* PIK2R1

Cytokines et
facteurs induits
«IL10

*IL17B

* LSP1

«IL411

*LIF

KAMTS5A et 5C
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(Alvarez-Errico etal,, 201

5). Certaines cellules souches (« haematopoietic stem cells », HSC) entrent dans une phase de différenciation en générant des MPP

(« multipotent progenitors »), qui se subdivisent en 3 sous-classes : CLP (« common lymphoid progenitors »), CMP (« common myeloid progenitors ») et CDP
(«common dendritic progenitors ») en fonction du profil de méthylation acquis sous I'action de DNMT3A/B pour les CLP (gain de méthylation), et des TET pour
les CMP (perte de méthylation). Les variations de méthylation caractérisant les étapes de différenciation ultérieures peuvent étre importantes (monocytes,
macrophages et granulocytes) ou subtiles (lymphocytes B et T, cellules NK).
B. Génes bovins présentant un profil de méthylation spécifique dans les monocytes, et impliqués dans la différenciation et la fonction monocytaires (Jammes

etal,2017).

de tels animaux. S'intéresser a I'épigé-
nome immunitaire est une approche
complémentaire. Les réponses
immunes innée et adaptative sont les
résultantes de processus complexes
de différenciation cellulaire, mettant
en jeu une succession de profils d'ex-
pression génique, régulés avec une
grande précision spatio-temporelle
par des facteurs de transcription spé-
cifiques et des processus épigéné-
tiques. Largement documenté chez
I'Homme ou dans le modéle rongeur
(Alvarez-Errico et al., 2015), ce champ
reste peu étudié chez le bovin.

B 3.1. Hématopoiese
et méthylation de I'ADN

Les cellules progénitrices hémato-
poiétiques pluripotentes, présentes
dans la moelle osseuse, sont caractéri-
sées par un état basal de méthylation
déterminant un profil transcripto-
mique en support a leur compétence
de renouvellement. L'engagement
de ces cellules dans les voies de dif-
férenciation myéloide et lymphoide
est conditionné par une perte ou une
augmentation de loci méthylés, res-
pectivement. Les vagues de différen-

ciation en lymphocytes, granulocytes,
monocytes, macrophages, éosino-
philes, neutrophiles qui s'en suivent
sont également sous controle épigé-
nétique (Alvarez-Errico etal., 2015)
( ). Les mécanismes épigéné-
tiques contrélent non seulement la
différenciation cellulaire, mais aussi
la fonction et l'activation de chaque
sous-population, et sont ainsi a la base
de la plasticité de la réponse immune.
Chaque sous-population immunitaire
peut donc étre caractérisée par des loci
discriminants porteurs d'une signature
de méthylation spécifique.
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Chezle bovin, différentes sous-popu-
lations de leucocytes circulants ont été
décrites, ainsi que leurs variations en
proportion avec I'age, le stade physio-
logique et I'exposition aux pathogénes.
Les sous-populations de monocytes
en particulier pourraient expliquer la
variabilité de réponse a l'infection, a I'in-
flammation et a la vaccination observée
entre individus et en fonction du stade
physiologique (Hussen et Schuberth,
2017). En comparant le méthylome de
monocytes purifiés, de leucocytes cir-
culants et de fibroblastes a I'aide d'ana-
lyses pan-génomiques (Jammes et al.,
2017), nous avons mis en évidence un
profil de méthylation spécifique des
monocytes touchant des genes impli-
qués dans la fonction monocytaire
( ). Pour aller plus loin, des ana-
lyses complémentaires sont a mener
afin d'identifier les mécanismes épigé-
nétiques pilotant la différenciation des
sous-populations monocytaires.

W 3.2. Epigénétique
de la réponse immune

Chez la vache laitiére, les infections
mammaires ou mammites sont prin-
cipalement dues a deux pathogenes:
Escherichia coli et Staphylococcus
aureus. Une administration systé-
mique de LPS (liposaccharide), com-
posant majeur de la membrane des E.
coli, induit les premieres étapes de la
réaction inflammatoire impliquant les
médiateurs et les types cellulaires de la
réponse immune innée. Chez les bovins,
une exposition in vivo au LPS induit I'ex-
pression différentielle de génes codant
des enzymes de la machinerie épigé-
nétique dans les leucocytes circulants
(Doherty et al., 2013). In vitro, I'exposi-
tion de fibroblastes au LPS entraine une
augmentation de l'expression des genes
des cytokines pro-inflammatoires. Cette
réponse est réduite en présence d'un
inhibiteur des histones désacétyltrans-
férases (Green et Kerr, 2014), qui, asso-
cié a des inhibiteurs de la méthylation
de I'ADN, limite également fortement la
variabilité interindividuelle de la réponse
au LPS. Ces résultats montrent que des
processus épigénétiques sont impliqués
dans la réponse immune innée.

Staphylococcus aureus induit un
état de mammite subclinique difficile
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a détecter. Des variations transcripto-
miques sont observées dans les leuco-
cytes de vaches laitiéres infectées (61
génes différentiellement exprimés
en réponse au pathogene) (He etal.,
2016). En particulier, 'augmentation
de l'expression des génes CD4 et IL10
impliqués dans la réponse immune est
associée a une diminution du taux de
la marque répressive H3K27me3 en
amont du site d'initiation de la trans-
cription de ces genes.

La résistance a la tuberculose bovine,
due a une infection par Mycobacterium
bovis, fait appel a la réponse immune
adaptative médiée par les lymphocytes
CD4+. La méthylation de 'ADN contri-
bue directement a moduler I'expression
de certains genes signant la réponse a
I'infection dans les CD4+ (Doherty et al.,,
2016), mais ne semble pas étre impli-
quée dans la réponse a l'infection des
macrophages pulmonaires (O'Doherty
etal., 2019). La caractérisation des
méthylomes des différentes sous-po-
pulations de cellules immunitaires et
leurs variations (interindividuelles,
apres exposition aux pathogénes, apres
vaccination) pourraient donc permettre
de mieux estimer les capacités immuni-
taires des bovins.

H 3.3. Biomarqueurs
épigénétiques

Chez I'Homme, de trés nombreuses
études démontrent la possibilité d'iden-
tifier des positions différentiellement
méthylées dans le génome des cellules
du sang dans le cas de pathologies
non immunitaires (cancers, diabétes,
autisme) et en fonction du style de vie
et/ou des expositions aux toxiques,
xénobiotiques ou stress (Dor et Cedar,
2018). Ainsi, chez les bovins, le méthy-
lome des leucocytes circulants pour-
rait aussi étre utilisé comme une image
instantanée systémique reflétant la
santé et I'historique de vie des indivi-
dus. Le taux global de 5meC des leuco-
cytes circulants augmente peu mais
significativement au cours des deux
premiers mois de lactation sans modi-
fication majeure des proportions des
différentes sous-populations de cellules
immunitaires (Gasselin et al., 2020). Il est
donc nécessaire de poursuivre une ana-
lyse fine de la distribution génomique

des modifications épigénétiques afin
d‘identifier les processus moléculaires
en jeu et d'identifier des biomarqueurs
du statut physiologique de la vache en
lactation.

Récemment, Sevane et al. (2019) ont
analysé le méthylome sanguin de races
des nouveau (races des Amériques) et
ancien mondes (3 races ibériques),
en comparant des taureaux ibériques
actuels a des taureaux créoles colom-
biens issus des fondateurs autrefois
importés de la péninsule ibérique par
Christophe Colomb. Les régions diffé-
rentiellement méthylées entre races
des nouveaux et anciens mondes sont
associées a des genes impliqués dans
la réponse immune, le fonctionnement
du systeme nerveux, le métabolisme
énergétique, la résistance a la chaleur,
la couleur de la peau et de la robe,
suggérant une plasticité de ces fonc-
tions et une adaptation aux conditions
extrémes. Cette étude pilote constitue
un point de départ pour l'identification
de biomarqueurs épigénétiques de la
résilience, qu'il serait intéressant de
comparer aux variations génétiques
entre races.

Ainsi, nous proposons d’explorer la
variabilité épigénétique du systéme
immunitaire comme nouveau phéno-
type de sélection des bovins, dans le
but d'obtenir des animaux robustes
et efficients, pour lesquels les perfor-
mances sont maintenues malgré des
changements climatiques pouvant
modifier la nature et la fréquence d'ex-
position aux pathogénes.

4. Production laitiére

B 4.1. Méthylation de I'ADN
dans la glande mammaire

La glande mammaire est un organe
qui subit des cycles de croissance, dif-
férenciation et régression au cours
des périodes de puberté, gestation,
lactation puis involution apres le taris-
sement. Au cours de la lactation, la
synthése de lait par les cellules épithé-
liales mammaires est dépendante de
I'expression de nombreux génes ; des
facteurs environnementaux liés a la
conduite d'élevage (fréquence de traite,
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Méthylation globale de 'ADN dans la glande mammaire et dans différents
types cellulaires collectés au cours de 3 études chez la vache laitiére.
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Les tissus mammaires sont collectés chez des vaches primipares (n = 7) dont les mamelles sont traites
deux (2X) ou 1 fois (1X) par jour (Nguyen et al,, 2014) et chez des vaches multipares (n = 7) alimentées soit
avec une ration couvrant 100 % de leur besoin (Témoin) soit avec une alimentation restreinte (Restreint)
au cours des 11 premieres semaines de lactation (Boutinaud et al, 2016). Les leucocytes du sang (PBMC)
et dulait (LL) et les cellules épithéliales mammaires du lait (CEM) sont collectés chez des vaches laitieres
primipares et multipares (n = 24) ; (Gasselin et al., 2020). Les histogrammes représentent des moyennes
par traitement + SEM. * pour P < 0,05 ; t pour P = 0,07 et a, b, ¢ pour des valeurs significativement
différentes, P < 0,05. De maniére intéressante, les CEM et la glande mammaire présentent le méme taux

de méthylation globale.

alimentation) ou a la santé des animaux
ont un impact sur cette expression ainsi
que sur les niveaux de production de
lait (Dessauge et al., 2011 ; Boutinaud
etal, 2013). Des régulations épigéné-
tiques pourraient également contribuer
a la régulation de la production de lait.
En effet, des études réalisées chez les
rongeurs ou lagomorphes ont montré
qu’'une combinaison d'‘événements
épigénétiques (ouverture de la chroma-
tine, formation de boucle de chroma-
tine ancrée dans la matrice nucléaire,
acétylation des histones, méthylation
de I'ADN) a l'échelle globale ou au
niveau de certains génes intervient au
cours du développement de la glande
mammaire et sous-tend |'expression
des génes (Rijnkels et al., 2010).

Dans la glande mammaire bovine,
une région régulatrice distale en amont
du géne de la caséine as1 (CSN1S1) est
importante pour sa régulation en fonc-
tion du stade de développement ou
de facteurs environnementaux. Cette
région contient des sites de fixation du
facteur de transcription STAT-5 impliqué
dans la transduction du signal hormonal
de la prolactine (Vanselow et al., 2006).

Nous avons montré que cette région
était moins méthylée pendant la lacta-
tion qu'a la puberté ou pendant la gesta-
tion, et que laréduction de la fréquence
de traite a 1 traite par jour induisait une
augmentation de la méthylation asso-
ciée a une réduction de l'expression de
CSN1S1. De maniére intéressante, une
augmentation de la méthylation globale
dans les demi-mamelles qui produisent
moins de lait apres 1 traite par jour a
également été observée (a ce stade, le
tissu mammaire contient plus de 80 %
des cellules épithéliales mammaires ;

) (Nguyen et al., 2014). Méme si
une tendance a une augmentation de
la méthylation globale est observée, la
méthylation et I'expression de CSN151
ne sont pas significativement affectées
par une restriction alimentaire réalisée
en début de lactation (ration a base de
foin et d'ensilage d’herbe comparée a
une ration a base d'ensilage de mais et
de luzerne déshydratée complémen-
tée avec 30 % de concentré ; Dessauge
etal, 2011). La restriction alimentaire
dans cette étude était pourtant respon-
sable d'une baisse de 38 % de la pro-
duction de lait et du taux de caséine K
(Boutinaud et al.,, 2016).

D'autres facteurs, comme l'état de
santé de la mamelle, modifient ces
marques épigénétiques. Une infection
par Escherichia coli induit une augmen-
tation de la méthylation de CSN1S1 et
une condensation de la chromatine asso-
ciée a une baisse d'expression (Vanselow
etal, 2006), tandis qu'une région située
dansle géne CXCR1 codant une cytokine
pro-inflammatoire et normalement
hyperméthylée dans la glande mam-
maire saine, se trouve déméthylée en cas
de mammite induite par Staphylococcus
aureus (Mao etal, 2015). Enfin, une
étude a été réalisée chez des vaches
clonées et des vaches témoins contem-
poraines, élevées dans les mémes
conditions, produisant sensiblement la
méme quantité de lait, mais de compo-
sition légerement différente. Les vaches
clonées comparées aux vaches témoins
auraient un statut épigénétique particu-
lier lié aux conséquences a long terme de
la reprogrammation nucléaire. En effet,
malgré un taux de 5meC similaire dans
la glande mammaire, I'expression de
DNMT1 est plus élevée chez les clones
que chez les vaches témoins (Montazer-
Torbati et al,, 2016).

H 4.2. MicroARN
dans la glande mammaire
et le lait

Chez le bovin, les premiers miR-
Nomes mammaires ont été publiés
a partir de 2012 (Li etal., 2012b), per-
mettant d’identifier de nouveaux
miARN dont certains sont spécifiques
de cette espéece (Le Guillou et al,, 2014).
Lensemble des miARN décrits chez
les ruminants sont répertoriés dans la
base de données spécifique RumimiR
(Bourdon et al,, 2019). Des études por-
tant sur la régulation de l'expression
des miARN chez la vache laitiére ont
mis en évidence des miARN spécifiques
du stade de lactation (Le Guillou et al.,
2014), des miARN dont I'expression dif-
fére selon la race (Billa etal., 2019) et
I'alimentation (Mobuchon et al,, 2017).

Actuellement, les fonctions des
miARN dans la glande mammaire
bovine sont trés peu décrites. Leurs
modulations d'expression offrent des
pistes d'investigation intéressantes
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pour comprendre leur réle dans la
régulation de l'expression des géenes
impliqués dans le fonctionnement de la
glande mammaire. Ainsi, miR-15a, miR-
21-3p, miR-139 et miR-221 régulent I'ex-
pression de genes impliqués dans la
viabilité ou la prolifération des cellules
épithéliales mammaires ; miR-16a, miR-
21-3p, miR-27a, miR-34b, miR-130a,
miR-181a, miR-224, miR-454 ciblent des
génes de la synthése des triglycérides et
du métabolisme des lipides du lait; et
miR-15a, miR-139, miR-486 ceux de la
synthése des caséines et autres consti-
tuants du lait. Les miARN de la glande
mammaire ont aussi suscité un intérét
thérapeutique. Un ensemble de miARN
ciblant le gene codant la 3-lactoglobu-
line, un des allergénes majeurs du lait, a
ainsi été utilisé pour produire un bovin
transgénique sécrétant un lait mieux
toléré (Jabed et al,, 2012).

Les miARN sont présents dans les
fluides biologiques, libres ou protégés
dans des microvésicules ou par des
protéines auxquelles ils sont associés.
Les miARN sont des composants intrin-
seques et stables du lait de vache, dont
la majorité persiste apres les procédés
de transformation tels que la pasteurisa-
tion. Des miARN fortement représentés
dans le lait total (Chen etal., 2010) ou
dans la fraction lipidique (Lago Novais
etal, 2016) pourraient ainsi constituer
une source de biomarqueurs putatifs
non-invasive et facilement exploitable.
La comparaison des miRNomes du lait
de vaches de race Holstein et Normande
a montré que la proportion de certains
miARN était différente dans ces deux
races (Le Guillou etal,, 2019).

Des études sont encore nécessaires
pour préciser les mécanismes d'action
et les fonctions liées aux miARN du
lait. La quantité de miARN absorbée
par un consommateur de lait de vache
semble en effet compatible avec une
activité biologique (Baier et al., 2014).
De plus, les miARN bovins pourraient
entrer dans les cellules mononucléaires
périphériques et en affecter I'expression
génique. Il a également été montré in
vitro que les exosomes du lait bovin,
porteurs de miARN, pouvaient entrer
dans des cellules intestinales par endo-
cytose (Wolf et al.,, 2015). Cependant,
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le transfert des miARN du lait et leur
impact potentiel sur la santé du jeune
ou du consommateur sont actuel-
lement sujets de controverses. Par
exemple, notre étude s'appuyant sur
un modeéle murin produisant un lait
trés enrichi en miR-30b n'a pas permis
de montrer le transfert de celui-ci chez
les petits nourris avec ce lait (Laubier
etal, 2015).

La surexpression de miR-152 dans
des cellules épithéliales mammaires
entraine une forte diminution de l'ex-
pression de DNMT1 et du taux global
de 5meC (Wang etal., 2014), tandis
que l'inhibition de I'expression de miR-
29 provoque une augmentation de la
méthylation des promoteurs des génes
liés a la biosynthése des constituants du
lait (Bian et al.,, 2015). Par ailleurs, miR-
29 et miR-148, qui sont présents dans la
glande mammaire et le lait, répriment
I'expression de DNMT3 et DNMTT, res-
pectivement, et réduisent la méthyla-
tion de 'ADN chez I'Homme (Melnik et
Schmitz, 2017).

Plusieurs cas de polymorphismes de
séquence pouvant perturber l'interac-
tion miARN/ARNm et qui pourraient
servir de marqueurs de sélection géno-
mique ont été décrits chez les bovins.
Par exemple, un polymorphisme dans
le géne HMGB1 connu pour jouer un
réle majeur dans la réponse immune
innée dans la glande mammaire, altére
le site de fixation de miR-223-3p (Li
etal, 2012a). Les vaches présentant
ce polymorphisme ont une expression
plus forte de HMGB1 et seraient moins
sensibles aux mammites. Les variants
génétiques de miARN exprimés dans
la glande mammaire pendant la lacta-
tion et qui sont localisés dans des QTL
laitiers et des QTL de mammites ont été
identifiés (Jiang et al.,, 2019). L'impact
de ces polymorphismes sur la fonc-
tion régulatrice de quelques miARN a
été démontré in vitro tres récemment
(Bourdon et al,, 2020).

Conclusion

Bien que les recherches en épigéné-
tique aient démarré plus tardivement
chez les bovins que chez I'Homme
ou les espéces modeéles, leur nombre
augmente de facon exponentielle si
I'on en juge par le nombre de publica-
tions. A INRAE, la production de bovins
clonés a été a la base de travaux pion-
niers en épigénétique. Le clonage, qui
induit de la variabilité épigénétique
a génome constant, a été et reste un
trés bon modele pour faire la démons-
tration du réle de I'épigénétique dans
la construction du phénotype. Les
exemples de travaux expérimentaux
exposés dans cette revue, qu'ils s'ap-
puient sur le clonage ou non, montrent
que toutes les étapes de la construc-
tion du phénotype reposent sur des
processus épigénétiques - y compris
I'élaboration de caracteres de pro-
duction. Les potentialités d'utilisation
des marques épigénétiques comme
biomarqueurs sont nombreuses, en
particulier pour la 5meC ou les miARN
du sang, des cellules circulantes, de la
semence et du lait.

Cette démonstration accomplie,
comment franchir la distance qui
sépare le laboratoire de la ferme?
Il faut désormais envisager les pro-
cessus épigénétiques comme une
des multiples sources de variabilité
phénotypique pour généraliser une
utilisation en élevage. Les bovins
d'élevage possedent en effet des
génotypes variables et sont exposés
a des environnements moins contro-
Iés que dans les fermes expérimen-
tales d'instituts de recherche comme
INRAE. Aujourd’hui, les génotypes
peuvent étre facilement déterminés :
la technologie existe et est utilisée
en routine en sélection génomique.
Limpact de I'environnement est diffici-
lement mesurable ; mais les variations
épigénétiques peuvent justement
refléter une partie des effets des fac-
teurs environnementaux. Lestimation
et la prise en compte des variations
épigénétiques pourraient contribuer
a diminuer la variance phénotypique
non expliquée et ainsi améliorer la pré-
cision des estimations pour un certain
nombre de caracteres d'intérét.



Des approches d'intelligence artifi-
cielle sont d'ores et déja a I'étude pour
intégrer I'ensemble des paramétres
mesurables et améliorer ainsi la pré-
diction phénotypique. Les marques
épigénétiques qui sont intégrées a
ces modéles sont aujourd’hui mesu-
rées avec des technologies « de labora-
toire », trop colteuses pour envisager
une utilisation sur le terrain. En outre,
la complexité et la multiplicité des
marques épigénétiques potentielle-
ment impliquées dans le contréle des
phénotypes rend impossible leur utili-
sation par des approches exhaustives.
Nous anticipons qu’une étape impor-
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En élevage bovin, une part importante de la variance phénotypique échappe a la sélection génétique, car I'expression des génes qui
controlent les caractéres d'intérét est déterminée par des facteurs a la fois génétiques et environnementaux. Une meilleure maitrise des
mécanismes épigénétiques, qui traduisent I'impact environnemental au niveau du génome, permettrait ainsi de mieux controler le phé-
notype des animaux. Dans cette revue, nous décrivons briévement les processus épigénétiques, puis nous évoquons, a travers plusieurs
exemples principalement issus de travaux menés a INRAE, le role majeur de I'épigénome dans la construction du phénotype chez le bovin.
Nous mentionnons en particulier la fagon dont certains facteurs environnementaux modifient les marques épigénétiques, ce qui entraine
des effets variables sur les caractéres de fertilité, de développement, de santé et de production laitiére. Le potentiel d'utilisation de mar-
queurs épigénétiques dans le cadre d’un élevage de précision et en complément des analyses d'association entre génotype et phénotype
menées en sélection génomique est également discuté.
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Abstract

Epigenetics and the elaboration of phenotype in cattle

In cattle breeding and farming, epigenetic mechanisms are regarded as a potential source of phenotypic variance unaccounted by genetic selection
and could be used to better control the environmental impact on the genetic potential of animals. In this review, we briefly describe epigenetic
processes, and address, from research studies mainly conducted at INRAE, the major role of epigenetic factors in the elaboration of phenotype in
cattle. Focus is given to environmental factors shaping the epigenome, leading to variable effects on fertility, development, health and dairy pro-
duction. The potential for using epigenetic markers in precision farming and as a complementary approach to genomic selection is also discussed.
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