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M a le  in f e r t i l i t y  

• A  c o m p le x  p r o b le m : g e n e s , epig enetic  fa c t o r s  

• A b e r r a n t epig enetic  r e p r o g r a m m in g  in  m a le  
g e rm  c e l ls   C a n  le a d  to  S p e rm  a b n o rm a l i t ie s

• Epig enetic  c h a n g e s  c o n t r ib u t e  to  m a le  
in f e r t i l i t y

• E p i- (a b o v e  o r  o v e r)- g e n e t ic s  c h a n g e :

• C h a n g e s  in  th e  phenotype c a u s e d  b y  
m e c h a n is m s  (ex. gene action & expression) 
o th e r  t h a n  c h a n g e s  in  D N A  s e q u e n c e s



E p ig e n e t ic  c h a n g e s

• D N A  w r a p s  a r o u n d  h is t o n e s   n u c le o s o m e s  

• N u c le o s o m e s   p a c k a g e d  in t o  c h r o m a t in  

• M o d i f ic a t io n s  in  c h r o m a t in   c o n t r o l g e n e -
e x p r e s s io n  in  a  s p a t io t e m p o r a l m a n n e r

• E p ig e n o m ic s : 
G e n o m e -w id e  a p p r o a c h  
to  s t u d y in g  e p ig e n e t ic s  



E p ig e n e t ic  m e c h a n is m  
o f g e n e  r e g u la t io n

• 2  m a jo r  m o d i f ic a t io n s  th a t o c c u r  in  c h r o m a t in

1. D N A  m e th y la t io n

1. P o s t-t r a n s la t io n a l h is t o n e  m o d i f ic a t io n s



D N A  m e th y la t io n

• A  b io c h e m ic a l p r o c e s s

• A d d  methyl g roup5’-c ytos ine 
pyrim idine ring  

• A  r e s u l t o f D N A  m e th y l t r a n s f e r a s e  (DN M TDN M T) 
a c t iv i t y

• T y p ic a l ly  o c c u r r in g  in  a  C pGC pG  d in u c le o t id e



D N A  m e th y l t r a n s f e r a s e  
(DN M TDN M T)

• 3  m a in  D N M T s : 

i) D N M T 1 : k e y  r o le  in  m a in t e n a n c e  o f m e th y la t io n

ii) D N M T  3 a /3 b : 

– D e  n o v o  m e th y l t r a n s f e r a s e s

– M e th y la t e  th e  g e n o m ic  D N A  d u r in g  e a r ly  
e m b r y o n ic  d e v e lo p m e n t

– A  g r a d u a l r a t h e r  t h a n  a n  a b r u p t p r o c e s s



C pGC pG  d in u c le o t id e

• C ytos ine 
–  phos phodies ter –  
G uanine



C p G  is la n d s

• G e n o m ic  r e g io n s , a p p r o x im a te ly  5 0 0  b a s e  p a i r s  
lo n g  (2 0 0  a t le a s t)

• H ig h  f r e q u e n c y  o f C p G  s i t e s  (C G  : G C  r a t io  
>5 5 % )

• L o c a t e d  w it h in  th e  a b o u t 4 0%  o f promoter 
reg ion o f m a m m a l ia n  g e n e s  (7 0%  o f h u m a n )

• M e th y la t e d  t r a n s c r ip t io n a l s i le n c in g

• H y p o m e th y la t io n  &  h y p e rm e th y la t io n  c a n  o c c u r  
s im u l t a n e o u s ly  a t d i f f e r e n t r e g io n s  in  th e  
g e n o m e



P o s t-t r a n s la t io n a l 
h is t o n e  m o d i f ic a t io n s

• A c e t y la t io n , m e th y la t io n , u b iq u i t y la t io n , 
p h o s p h o r y la t io n

• M a in  p la y e r s  in  e p ig e n e t ic  r e g u la t o r y  
m e c h a n is m s

• H 2 A , H 2 B , H 3  a n d  H 4 : in t e g r a l p a r t o f 
n u c le o s o m e s

• H 3   H 4  (in t r ic a t e  in t e r p la y )  a n ta g o n is t ic a l ly  
t o  r e g u la t e  (a c t iv e  c h r o m a t in   in a c t iv e  h is t o n e  
c o d e )



A c e t y la t io n

• A  m a r k e r  o f a c t iv e , t r a n s c r ip t io n a l ly  c o m p e te n t 
r e g io n s

• H y p o a c e t y la t e d  h is t o n e s : 
In  t r a n s c r ip t io n a l ly  in a c t iv e  e u c h r o m a t ic  o r  
h e te r o c h r o m a t ic  r e g io n s



M e th y la t io n

• M a r k e r  f o r  a c t iv e  &  in a c t iv e  r e g io n s  o f c h r o m a t in

• H is t o n e  H 3  - N  te rm in u s  - ly s in e  9  o n  th e  (H 3 -
K 9 ): 

• A  fe a t u r e  o f s i le n t D N A

• H is t o n e  H 3  - ly s in e  4  (H 3 -K 4 ) 

• D e n o te s  a c t iv i t y

• P r e d o m in a n t ly  a t t h e  p r o m o te r s  o f a c t iv e  
g e n e s



E p ig e n e t ic  g e n e  r e g u la t io n  
d u r in g  g e rm -c e l l d e v e lo p m e n t

• E p ig e n e t ic  m e c h a n is m s  - s p e c i f ic  s e t s  o f g e n e s  
– R e g u la t e  DN A  ac c es s ibility DN A  ac c es s ibility t h r o u g h o u t a n  
o r g a n is m ’s  l i f e t im e

– A c t iv e  a t a n y  s t a g e  o f d e v e lo p m e n t

• E a c h  c e l l t y p e  h a s  i t s  o w n  epig enetic  epig enetic  
s ig natures ig nature : 
– D e v e lo p m e n ta l h is t o r y , e n v i r o n m e n ta l 
in f lu e n c e s

– U lt im a te ly  r e f le c t e d  in  th e  p h e n o t y p e  o f t h e  
c e l l a n d  o r g a n is m



• B e fo r e  fe r t i l iz a t io n :
– P a te r n a l g e n o m e  d e l iv e r e d  b y  t h e  m a tu r e  
s p e rm , h a s  a  h a p lo id  g e n o m e , p a c k a g e d  
d e n s e ly  w i t h  p r o t a m in e s  

– M a te r n a l g e n o m e  a r r e s t e d  a t m e ta p h a s e  I I is  
p a c k a g e d  w it h  h is t o n e s

• A t th e  t im e  o f f e r t i l i z a t io n :
P r o t a m in e s  a r e  r a p id ly  r e p la c e d  b y  h is t o n e s  
O o c y t e : c o m p le t e  2 n d  m e ta p h a s e   p o la r  
b o d y

T h e  H 3  a n d  H 4  h is t o n e s  th a t a s s o c ia t e  w i t h  
th e  p a te r n a l c h r o m a t in  a r e  m o r e  a c e t y la t e d  
th a n  t h o s e  p r e s e n t in  th e  m a te r n a l c h r o m a t in



P o s t-im p la n ta t io n
• P lu r ip o t e n t c e l ls  in  th e  e p ib la s t  

P G C s  

–♀A r r e s t e d  in  t h e  p r o p h a s e  o f 
m e io s is -I

–♂E n te r  m it o t ic  a r r e s t

• Premeiotic  P G C s  a n d  
s p e rm a to g o n ia : U n iq u e  p a t t e r n s  o f 
h is t o n e  m o d i f ic a t io n s  s u c h  a s  lo w  
H 3 K 9 m e 2  le v e ls  
 c h a n g e  d y n a m ic a l ly  u p o n  in i t ia t io n  
o f meios is

• C h a n g e s  in  th e  c o m p o s i t io n  a n d  
m o d i f ic a t io n  o f h is t o n e s  c o u ld  
c o n t r ib u t e  t o  c h r o m a t in  m o d i f ic a t io n s  
th a t a r e  r e q u i r e d  fo r  proper 
meios is , a n d  fo r  f u r t h e r  maturation 
of g ametes



• Fina l developmenta l 
c hang e 

a fter meios is
 G lo b a l n u c le a r  r e m o d e l in g  o c c u r s

 S o m e  h is t o n e  m a r k s  s u c h  a s  
H 3 K 9 m e 2  o n  th e  in a c t iv e  X  
c h r o m o s o m e  a r e  r e t a in e d

 Tes tis -s pec ific  linker 
his tone v a r ia n t H 1 T 2   
c r u c ia l c h r o m a t in  
c o n d e n s a t io n

 A  l in k e r  h is t o n e  v a r ia n t H I ls 1  
(h is t o n e -1 -l ik e  p r o t e in  in  
s p e rm a t id s  1 ) is  e x p r e s s e d

haploid



h is t o n e -p r o t a m in e  e x c h a n g e  p r o c e s s

• H y p e r a c e t y la t e d  n u c le a r  h is t o n e s  
 R e p la c e d  b y  t r a n s i t io n  p r o t e in s  (T P 1  a n d  
T P 2 )  R e m o v e d  a n d  r e p la c e d  b y  p r o t a m in e s  
 In c o r p o r a t e d  in t o  s p e rm  c h r o m a t in  
 In d u c e s  D N A  c o m p a c t io n  (im p o r t a n t f o r  t h e  
fo rm a t io n  o f s p e rm a to z o a  a n d  p r o v id in g  a  s a fe  
e n v i r o n m e n t f o r  t h e  g e n o m e )

• T h e  p r e s e n c e  o f s o m a t ic -l ik e  c h r o m a t in  in  th e  
s p e rm  n u c le u s  c o u ld  t r a n s m i t d i f f e r e n t 
e p ig e n e t ic  in f o rm a t io n  to  th e  o f f s p r in g



S et up the 
paterna l s pec ific  
imprints

As s is t in 
both 
rec ombinati
on 
and X Y  body 
formationinvolved in 

X Y  B ody 
formation



As s is t in the 
H is tone-
Protamine 
exc hang e

Consequence of apoptosis following 
double strand breaks or abnormal 
protamination



B R D T  (b r o m o d o m a in  te s t is  
s p e c i f ic ) 

• D o u b le  b r o m o d o m a in -c o n ta in in g  p r o t e in

• B in d s  h y p e r a c e t y la t e d  h is t o n e  H 4  b e fo r e  
a c c u m u la t in g  in  c o n d e n s e d  c h r o m a t in

• H e lp  o r g a n iz in g  th e  s p e rm a to z o o n ’s  g e n o m e  b y  

• M e d ia t in g  a  g e n e r a l h is t o n e  a c e t y la t io n -
in d u c e d  c h r o m a t in  c o m p a c t io n

• M a in t a in in g  a  d i f f e r e n t ia l h is t o n e  a c e t y la t io n  
o f s p e c i f ic  r e g io n s



B O R IS  
(b r o t h e r  o f r e g u la to r  o f im p r in t e d  s i t e s )

• S p e c i f ic a l ly  e x p r e s s e d  in  m a le  g o n a d s

• C o u ld  b e  d ir e c t ly  in v o lv e d  in  th e  r e s e t t in g  o f 
m e th y la t io n  m a r k s  d u r in g  m a le  g e rm  c e l l 
d i f f e r e n t ia t io n

• L in k e d  w it h  m e th y la s e s  m e d ia t in g  d e  n o v o  
m e th y la t io n  &  d e m e th y la s e s  m e d ia t in g  e r a s u r e  
o f im p r in t in g  m a r k s

• D o m a in s : th e  s a m e  1 1  Z in c  F in g e r  a s  C TC F C TC F 



C TC FC TC F

• C C C T C  b in d in g  fa c t o r

• A  s o m a t ic  r e g u la t o r  f o r  e x p r e s s io n  o f im p r in t e d  
g e n e s

• B in d s  t o  s p e c i f ic  t a r g e t D N A  s e q u e n c e s

• P la y s  a n  im p o r t a n t r o le  in  th e  m a in t e n a n c e  o f 
d i f f e r e n t ia l m e th y la t io n  p a t t e r n s  in  s o m a t ic  c e l ls

• P r e s e n t in  b o th  s o m a t ic  a n d  g e rm  c e l ls  
( BOR IS  is expressed specifically in the male 
germ line)



P a te r n a l im p a c t o n  
e a r ly  e m b r y o g e n e s is

• A d v a n c e d  p a te r n a l a g e :

–↓s e m e n  v o lu m e , s p e rm  m o r p h o lo g y /m o t i l i t y

– N o  s ig n i f ic a n t r e d u c t io n  in  s p e rm  
c o n c e n t r a t io n

• H ig h  D N A  f r a g m e n ta t io n : 

– D im in is h e d  s p e rm  c o u n t , m o t i l i t y , m o r p h o lo g y

– D e c r e a s e s  fe r t i l i z a t io n  a n d  im p la n t a t io n  r a t e s

• M e th y la t io n  d e p le t io n : 5 -a z a -d e o x y c y t id in e  
(b a s e  a n a lo g )  in c o r p o r a t e d  in to  D N A   ↓ 
le v e l o f D N A  m e th y la t io n   v a r y in g  th e  g e n e  
e x p r e s s io n



? A c tu a l r o le  o f D N A  m o d i f ic a t io n s  o n  
fe r t i l i z a t io n ?

 A b s e n c e  o f r e l ia b le  te c h n iq u e s ,  e a s y ,  
r e p r o d u c ib le , f o r  t h e  le v e l o f D N A  m o d i f ic a t io n  
in  e a c h  g a m e te

S p e rm  C h r o m a t in  D is p e r s io n  (S C D ) b a s e d  
te c h n o lo g y

 D e te c t io n  o f D N A  b r e a k s  in  ly s e d  s p e rm  n u c le i 
b y  s p e c i f ic  D N A  B r e a k a g e  D e te c t io n -
F lu o r e s c e n c e  In  S i t u  H y b r id iz a t io n  (D B D -F IS H ) 
a s s a y

 S ta b le  r e s u l t s   A m o u n t o f m e th y la t e d  D N A  
r e s id u e s  &  L e v e l o f D N A  d a m a g e  / in  e a c h  
s p e rm

Methodology



S p e rm  D N A
f r a g m e n ta t io n  
u s in g  th e  S C D
te s t (H a lo s p e rm )

M o n o c lo n a l 
A n t iB o d ie s  
 a g a in s t 5 -M e t-
C i t o s in e  (o n  a  
p a r t ia l ly  
d e n a tu r e d  D N A  
m o le c u le ) 

s u r f a c e  p lo t 



H is t o n e s

• B e s t f o r  trans mis s ion of epig enetic  trans mis s ion of epig enetic  
informationinformation (  in f lu e n c e  o n  th e  m o d i f ic a t io n  o f ∵
c h r o m a t in  s t r u c t u r e  &  a c c e s s  o f t r a n s c r ip t io n a l 
m a c h in e r y  t o  g e n e s )

• M e th y l t r a n s f e r a s e s   m o n o -, d i- o r  t r im e th y la t io n  
o f ly s in e  o r  a r g in in e   F a c i l i t a t e  g e n e  s i le n c in g

？W h e th e r  m o d i f ie d  h is t o n e s  p la y  a  c r u c ia l r o le  in  
g e n e  e x p r e s s io n  d u r in g  e a r ly  e m b r y o g e n e s is ?

？I f  a b n o rm a l h is t o n e  m o d i f ic a t io n s  in  t h e  s p e rm    ↓
E m b r y o  d e v e lo p m e n t?



• A lt e r a t io n s  in  m e th y la t io n  p a t t e r n s   c a n  e f f e c t 
b ia l le l ic  e x p r e s s io n  o r  r e p r e s s io n  o f im p r in t e d  
g e n e s   v a r io u s  p a th o lo g ie s

• Im p a i r e d  s p e rm a to g e n e s is   a b e r r a n t H 4  
a c e t y la t io n

• H 4  h y p e r a c e t y la t io n : o b s e r v e d  in  in f e r t i le  m e n  
e x h ib i t in g  S e r t o l i c e l l o n ly  (S C O ) s y n d r o m e

• S p e rm  o f p a t ie n t s  w i t h  a s t h e n o z o o s p e rm ia  a n d   
te r a t o z o o s p e rm ia : le v e ls  o f D N A  m e th y la t io n↓



E p ig e n e t ic  c h a n g e s  im p o r t a n t 
f o r  m a le  g a m e te s

• G o n a d a l s e x  d e te rm in a t io n  a n d  te s t is  
d e v e lo p m e n t 

• I n  t h e  r a t : O c c u r  b e tw e e n  e m b r y o n ic  d a y s  1 2  
~ 1 5  (E 1 2  to  E 1 5 )

• I n  t h e  h u m a n : a f t e r  m id g e s t a t io n  

• I n i t ia t e d  b y  d i f f e r e n t ia t io n  o f p r e c u r s o r  S e r t o l i 
c e l ls  t h a t r e s u l t  f r o m  T e s t is -d e te rm in in g  fa c t o r  
S R Y



• A g g r e g a t io n  o f t h e  p r e c u r s o r  S e r t o l i c e l ls , P G C s , 
m ig r a t in g  m e s o n e p h r o s  c e l ls  (p r e c u r s o r  
p e r i t u b u la r  m y o id  c e l ls ) 

P r o m o te s  te s t is  m o r p h o g e n e s is  &  c o r d  fo rm a t io n

• F e t a l t e s t is : S te r o id  r e c e p to r s (+), T a r g e t fo r  
e n d o c r in e  h o rm o n e s

• A n d r o g e n  r e c e p to r  (A R ) &  e s t r o g e n  r e c e p t o r -b  
(E R b )  p r e s e n t a t t h e  t im e  o f c o r d  f o rm a t io n  
(E 1 4 ), in  S e r t o l i c e l ls , p r e c u r s o r  p e r i t u b u la r  
m y o id  c e l ls , g e rm  c e l ls



1. T e s t is  d o e s  n o t p r o d u c e  s te r o id s  a t t h is  s t a g e  
o f d e v e lo p m e n t

2. E s t r o g e n s  a n d  a n d r o g e n s  h a v e  th e  a b i l i t y  t o  
in f lu e n c e  e a r ly  t e s t is  c e l lu la r  f u n c t io n s

• E n d o c r in e  d is r u p t o r s  (vinclozolin, 
methoxychlor),  a t a  c r i t ic a l t im e  d u r in g  
g o n a d a l s e x  d e te rm in a t io n  (E 8 ~E 1 5  in  th e  r a t) 
 a d u l t t e s t is  p h e n o t y p e :  s p e rm a to g e n ic  ↓
c a p a c i t y  +  in f e r t i l i t y



• E x te r n a l f a c t o r s   c a n  in d u c e  a n  e p ig e n e t ic  
t r a n s g e n e r a t io n a l p h e n o t y p e  th r o u g h  a n  
a p p a r e n t r e p r o g r a m m in g  o f t h e  m a le  g e rm  l in e

？S te r o id a l f a c t o r s  a c t in g  in a p p r o p r ia t e ly  a t t h e  
t im e  o f g o n a d a l s e x  d e te rm in a t io n   r e p r o g r a m  
th e  g e rm  l in e  e p ig e n e t ic a l ly  (a l t e r e d  D N A  
m e th y la t io n )  t r a n s g e n e r a t io n a l t r a n s m is s io n  
o f a n  a l t e r e d  p h e n o t y p e  o r  g e n e t ic  t r a i t ?



• M a n y  e p ig e n e t ic  m o d i f ie r s  

 D N A  m e th y l t r a n s f e r a s e s , h is t o n e -m o d i f ic a t io n  
e n z y m e s  &  th e ir  r e g u la t o r y  p r o t e in s

 p la y  e s s e n t ia l r o le s  in  g e rm -c e l l d e v e lo p m e n t

• S o m e  a r e  g e rm -c e l l-s p e c i f ic  g e n e s  (s u c h  a s  
D n m t3 L  a n d  P r d m 9 )

• N u m e r o u s  in t r a - a n d  in t e r -in d iv id u a l d i f f e r e n c e s  in  
D N A  m e th y la t io n  in  h u m a n  s p e rm  s a m p le s   
p h e n o t y p ic  d i f f e r e n c e s  in  th e  n e x t g e n e r a t io n

• S p e rm  s a m p le s  f r o m  o l ig o s p e rm ic  p a t ie n t s : o f t e n  
c o n t a in  D N A -m e th y la t io n  d e f e c t s  a t im p r in t e d  lo c i



E p ig e n e t ic s  a n d  
p r o t a m in e  a b n o rm a l i t ie s

• D u r in g  d i f f e r e n t ia t io n  o f t h e  m a le  g a m e te   th e  
g e n o m e  u n d e r g o e s  m a jo r  c h a n g e s  

• H o m o lo g o u s  r e c o m b in a t io n   A f f e c t t h e  D N A  
s e q u e n c e  a n d  g e n e t ic  in f o rm a t io n   A lt e r  i t s  
n u c le a r  s t r u c t u r e  a n d  e p ig e n e t ic  in f o rm a t io n

• H o w  th e  s p e c i f ic  n u c le o p r o t a m in e /n u c le o h is t o n e  
s t r u c t u r e  o f th e  s p e rm  n u c le u s  c o n v e y s  
e p ig e n e t ic  in f o rm a t io n ?



P r o ta m in e s  1  &  2 (P 1 /P 2 )

• E s s e n t ia l f o r  s p e rm  fu n c t io n

• h a p lo in s u f f ic ie n c y  o f e i t h e r  P 1  o r  P 2    ↓
a m o u n t o f t h e  r e s p e c t iv e  p r o t e in

• M u ta t io n  o f t h e  c a lm o d u l in -d e p e n d e n t p r o t e in  
k in a s e  C a m k 4  (p h o s p h o r y la t e s  P 2 )  
d e fe c t iv e  s p e rm io g e n e s is  &  m a le  s t e r i l i t y

• P 1 /P 2  in  fe r t i le  m e n  l ie s  c lo s e  t o  1 .0  (0 .8  ~ 1 .2 ) 

• P e r t u r b a t io n  o f t h is  r a t io   p o o r  s e m e n  
q u a l i t y , 
D N A  d a m a g e ,  fe r t i l i t y↑ ↓



• E lo n g a t in g  s p e rm a t id  

1. L o n g  a f t e r  t h e  
c o m p le t io n  o f m e io s is   
 P r o t a m in e  
r e p la c e m e n t

2. D u r in g  th e  p e r io d  o f 
p r o t a m in e  r e p la c e m e n t 
 U n d e r g o e s  o th e r  
m a tu r a t io n  e v e n t s  th a t 
a f f e c t i t s  m o t i l i t y  a n d  
fe r t i l i z a t io n  a b i l i t y  (n o t 
b e e n  l in k e d  to  s p e rm  
c o u n t) 



• I n  m a tu r e  m a m m a l ia n  s p e rm a to z o a , D N A  is  
a c t u a l ly  n o t h o m o g e n e o u s ly  p a c k e d  w it h  
p r o t a m in e s

• S o m e  h is t o n e s  a r e  r e t a in e d  in  h u m a n s

 T h e  p e r s is t e n t h is t o n e s  c o u ld  b e  a n  im p o r t a n t 
e p ig e n e t ic  c o d e  in  th e  s p e rm  a n d  m a y  n o t b e  th e  
r e s u l t o f in e f f ic ie n t p r o t a m in e  r e p la c e m e n t



• “A b n o rm a l p r o t a m in e  r e p la c e m e n t  g e n e r a l ly  
d im in is h e d  s e m e n  q u a l i t y ” 

m a y  b e  d u e  to  a  d e fe c t in  th e  u n iq u e  s y s t e m  o f :
d u r in g  s p e rm a to g e n e s is   te m p o r a l u n c o u p l in g  
o f t r a n s c r ip t io n  a n d  t r a n s la t io n



 A b n o rm a l p r o t a m in e  in c o r p o r a t io n  in t o  
c h r o m a t in   m a y  a f f e c t t r a n s c r ip t io n  o f o t h e r  
g e n e s

E x .: D e r e g u la t io n  o f p r o t a m in e s  (in  m ic e )

 P r e c o c io u s  c h r o m a t in  c o n d e n s a t io n

 T r a n s c r ip t io n  a r r e s t 

 S p e rm a to g e n ic  fa i lu r e



• H u m a n  s p e rm  n u c le u s : 
• R e ta in s  1 0 – 1 5 %  o f i t s  o r ig in a l h is t o n e  c o n te n t 
  d is t r ib u t e s  i t in  a  h e te r o g e n e o u s  m a n n e r  
w i t h in  th e  g e n o m e

• H is t o n e s  (r e t a in e d  b in d  s p e c i f ic  r e g io n s )  
c o n v e y  e p ig e n e t ic  in f o rm a t io n  to  th e  e a r ly  
e m b r y o

S p e rm  w i t h  a b n o rm a l p r o t a m in e  r e p la c e m e n t f o r  
IC S I   o b v io u s  a n d  p r o f o u n d  im p l ic a t io n s



F u tu r e  r e s e a r c h : 

• (F e r t i le  m e n   p a t ie n t s  w i t h  k n o w n  c h r o m a t in  
a b n o rm a l i t ie s ) 

m a tu r e  s p e rm

R o le  o f r e t a in e d  h is t o n e s  th r o u g h o u t t h e  s p e rm  
g e n o m e



E p ig e n e t ic s  a n d  A R T

• A R T   In d u c e  e p ig e n e t ic  a l t e r a t io n s  
        A f f e c t f e t a l g r o w th  a n d  d e v e lo p m e n t

 M a y  d e p e n d  o n  g e n o m ic  im p r in t in g  (such as the 
Beckwith-Wiedemann or Angelman syndrome)

 L o s s  o f g e n e  im p r in t in g  m a y  o c c u r  d u r in g  
p r e im p la n t a t io n  u n d e r  c e r t a in  c o n d i t io n s  o f g a m e te  
h a n d l in g

• P o s s ib le  e p ig e n e t ic  r is k s  l in k e d  to  A R T : 

 U s e  s p e rm  w it h  in c o m p le t e  r e p r o g r a m m in g

 I V F  p r o c e d u r e s  a t a  t im e  o f e p ig e n e t ic  
r e p r o g r a m m in g



L o s s  o f e p ig e n e t ic  c o n t r o l 
(e p im u ta t io n )

1. M a y  1 ~2  o r d e r s  o f m a g n i t u d e  > s o m a t ic  D N A  
m u ta t io n

2. I n a p p r o p r ia t e  e x p r e s s io n  o f th e  a f f e c t e d  g e n e

3. M a y  a ls o  e x p o s e  h id d e n  g e n e t ic  v a r ia t io n

4. S o m e  s u b -fe r t i le  c o u p le s  m a y  h a v e  a  g e n e t ic  
p r e d is p o s i t io n  t o  e p ig e n e t ic  in s t a b i l i t y  
 o f f s p r in g  m o r e  s u s c e p t ib le  t o  e p ig e n e t ic  
c h a n g e s  (in d e p e n d e n t ly  o f w h e th e r  o r  n o t 
c o n c e iv e d  b y  A R T )

5. A f f e c t in g  im p r in t s  c a n  a r is e  d u r in g  im p r in t 
e r a s u r e , e s t a b l is h m e n t o r  m a in t e n a n c e



S ome studies…

• L o s s -o f-fu n c t io n  m u ta t io n s  o f D N A  
m e th y l t r a n s f e r a s e s

A f f e c t a l l im p r in t e d  d o m a in s  

A s  w e l l a s  o th e r  c h r o m o s o m a l r e g io n s

• M u ta t io n s  o f D n m t3 a  (d e -n o v o  m e th y la s e ) a n d  
m a in t e n a n c e  m e th y la s e  (D n m t) 

L e a d  to  lo s s  o f im p r in t in g  &  e m b r y o n ic  le t h a l i t y

• T a r g e te d  d is r u p t io n  o f D n m t3 L  in  m ic e  

H o m o z y g o u s  m u ta n t m a le s : A z o o s p e rm ia

H o m o z y g o u s  fe m a le s : h e te r o z y g o u s  p r o g e n y  
d ie d  b e fo r e  m id g e s ta t io n



Im p r in t in g  d e f e c t s  a n d  s u b fe r t i l i t y  

• C a n  h a v e  a  c o m m o n  a n d  p o s s ib ly  g e n e t ic  c a u s e

• S u p e r -o v u la t io n  in s t e a d  o f IC S I 

↑r is k  fa c t o r  o f c h i ld  w i t h  a n  im p r in t in g  d e fe c t

M a tu r a t io n  o f e p ig e n e t ic a l ly  im p e r f e c t o o c y te s  

D is t u r b  p r o c e s s  o f D N A  m e th y la t io n  in  th e  o o c y te

• C a n  le a d  t o  s p o n ta n e o u s  a b o r t io n s

• T h e  le v e l o f D N A  m e th y la t io n  in  h u m a n  s p e rm  
 c o u ld  b e  l in k e d  to  th e i r  a b i l i t y  t o  in i t ia t e  
p r e g n a n c y  b y  A R T



E p ig e n e t ic s  a n d  te s t ic u la r  
c a n c e r

• T e s t ic u la r  g e rm  c e l ls  t u m o r  (T G C T ) 
• ~9 8 %  o f a l l t e s t ic u la r  n e o p la s m s  a n d  is  
• T h e  m o s t c o m m o n  m a l ig n a n c y  a m o n g  y o u n g  
m a le s  

• E p ig e n e t ic  c h a n g e s  th a t d e r e g u la t e  g e n e  
e x p r e s s io n  a r e  f r e q u e n t ly  o b s e r v e d  d u r in g  th e  
d e v e lo p m e n t o f c a n c e r

• T h e  e p ig e n e t ic  e q u i l ib r iu m  o f th e  n o rm a l c e l l is  
d is r u p t e d  d u r in g  tu m o r ig e n e s is



I n  h u m a n  n e o p la s m s

• D N A  m e th y la t io n  d e fe c t s : 
 H y p o m e th y la t io n , g lo b a l lo s s  o f 5 -m e th y lc y t o s in e  

(le s s )
 H y p e rm e th y la t io n  o f r e g u la t o r y  r e g io n s  o f p r o m o te r s  

(m o r e )

 s i le n c in g  o f t u m o r  s u p p r e s s o r  g e n e s
 T h e  f i r s t e p ig e n e t ic  a b n o rm a l i t y  t o  b e  

id e n t i f ie d  in  c a n c e r  c e l ls

• T G C T s  a r e  b e l ie v e d  to  a r is e  f r o m  p r im o r d ia l 
g e rm  c e l ls  (P G C s )—  (D N A  m e th y la t io n   e r a s e  
p a r e n t a l im p r in t s   to t ip o t e n c y  is  r e s t o r e d )



• T h e  g e n o m e  o f s e m in o m a s
• E x te n s iv e ly  h y p o m e th y la t e d
• V ir t u a l ly  c o m p le te ly  d e v o id  o f C p G  is la n d   
h y p e rm e th y la t io n

• N o n s e m in o m a  g r o u p
• L e s s  e x t e n s iv e ly  h y p o m e th y la t e d
• V a r ia b le  C p G  is la n d  h y p e rm e th y la t io n  le v e ls  
(c o m p a r a b le  w i t h  tu m o r s  o f o t h e r  t is s u e s )



•  ↑m e th y l t r a n s f e r a s e s  (D N M T 3 A  &  D N M T 3 B ), 
th e i r  h o m o lo g u e  D N M T 3 L   embryona l 
c arc inoma s ubtype s ig n i f ic a n t ly

• T h e  p r e s u m p t iv e  te s t is -s p e c i f ic  c h r o m a t in  
r e g u la t o r  C T C F L  (B O R IS ) a n d  th e  p lu r ip o t e n c y  
m a r k e r  P O U 5 F 1  (O C T 3 /4 )  c a n c e r /t e s t is  
a s s o c ia t e d  g e n e s

h y p e rm e th y la t e d  in  s o m a t ic  t is s u e

h y p o m e th y la t e d  in  n o rm a l t e s t is  t is s u e



T h e  e f f e c t o f epig enetic  s perm 
abnormalities  o n  e a r ly  

e m b r y o g e n e s is
• Im p r in t in g  e r r o r s  in  d e v e lo p in g  fe t u s   s e v e r e  

p a th o lo g ie s

• A R T   ↑t h e  r is k  o f im p r in t in g  d is e a s e s

• I n  o l ig o s p e rm ic  m e n ,↑Ab n o rm a l m e th y la t io n  o f th e  
H 1 9  g e n e   B e c k w it h -W ie d e m a n n  s y n d r o m e

• ↓Ge n o m e -w id e  m e th y la t io n  p a t t e r n  in  s p e rm  (e x .: 
5 -m e th y l-c y t o s in e  im m u n o s ta in in g )

• P o o r  e m b r y o  q u a l i t y  in  r a t s

• I n  n o rm o s p e rm ic  m e n

P o o r  p r e g n a n c y  o u t c o m e  d u r in g  IV F  

I n d e p e n d e n t ly  a f f e c t s  e m b r y o g e n e s is



• M e n  u n d e r g o in g  t e s t ic u la r  s p e rm  e x t r a c t io n  
(T E S E ) fo r  IC S I : F r e q u e n c y  o f P 1  t r a n s c r ip t s   
p r e g n a n c y  r a t e s

E p ig e n e t ic  r e g u la t io n  o f D N A  (v ia  n u c le a r  
p a c k a g in g ) in  t h e  s p e rm   fu n c t io n  o f th e  m a tu r e  
s p e rm

• Complex path of sperm production & delicate 
balance of epigenetic and genetic factors during 
sperm maturation 

F o rm a t io n  o f a  m a tu r e  s p e rm  w it h  t h e  a b i l i t y  t o  
fe r t i l iz e  a n  o o c y t e

D e v e lo p in g  e m b r y o

 A  d e f e c t a t a n y  s te p  m a y  m a n i f e s t a s  m a le  
in f e r t i l i t y



E p ig e n e t ic  r e g u la t io n  a n d  
n u t r i t io n

1. E p ig e n e t ic  p r o g r a m m in g :

– T ig h t ly  d u r in g  fe ta l d e v e lo p m e n t a n d  la c t a t io n

2. D ie t a r y  s u p p le m e n t w i t h  a  m e th y l d o n o r  d u r in g  
p r e g n a n c y   m e th y la t e d  IA P  (In t r a c is t e r n a l-A  ↑
p a r t ic le s ) s e q u e n c e

3. T h e r e  a r e  m a n y  e n v i r o n m e n ta l a n d  m e ta b o l ic  
f a c t o r s  th a t c a n  in f lu e n c e  p a t t e r n s  o f h is t o n e  
a c e t y la t io n  a n d  D N A  m e th y la t io n



• N u t r i t io n  d u r in g  e a r ly  d e v e lo p m e n t 

• C a n  in f lu e n c e  D N A  m e th y la t io n

• 1 -c a r b o n  m e ta b o l is m  is  d e p e n d e n t o n  d ie t a r y  
m e th y l d o n o r s  &  c o -fa c t o r s  (methionine, choline, 
folic acid, vitamin B-12) c r i t ic a l d u r in g  
d e v e lo p m e n t

• F o l ia t e  s u p p le m e n ta t io n   C a n  p r e v e n t e p ig e n e t ic  
c h a n g e  c a u s e d  b y  a  d e c r e a s e  in  D N M T 1  a c t iv i t y

• M a te r n a l b e h a v io r   e p ig e n e t ic  r e g u la t io n  o f th e  
g lu c o -c o r t ic o id  r e c e p to r  g e n e  in  th e  h ip p o c a m p u s  
a n d  d e te rm in e s  th e  s t r e s s  r e s p o n s e s  o f th e  
o f f s p r in g



• M e th y l-d o n o r -d e f ic ie n t d ie t in  p o s tn a t a l l i f e  

• C a n  p e rm a n e n t ly  a f f e c t t h e  e x p r e s s io n  o f 
IG F 2

• R e s u l t in g  in  g r o w th  r e t a r d a t io n

• P a t ie n t w i t h  H y p e r h o m o c y s t e in a e m ia

• A c c u m u la t io n  o f S a d e n o s y lh o m o c y s t e in e  (a n  
in h ib i t o r  o f D N A  m e th y l t r a n s f e r a s e s )

• D ie t : a f f e c t t h e  D N A  m e th y la t io n  s t a t u s

T h e  im p a c t o f d ie t , n u t r ie n t s  o r  d r u g s  o n  e a r ly  
e p ig e n e t ic  p r o g r a m m in g   s e r io u s ly  in  
s p e rm a to g e n e s is



T h e  r o le  o f E nvironmenta l 
Fac tors  in  e p ig e n e t ic  

m o d i f ic a t io n s

E n v i r o n m e n
t 

A l t e r a t io n s  in  
g e n e  

e x p r e s s io n  

E p ig e n e t ic /H is t o n e  
M o d i f ic a t io n

p u t a t iv e  l in k  

D is e a s e  
S u s c e p t ib i l i t

y

n u t r i t io n a l , 
c h e m ic a l , p h y s ic a l 

f a c t o r s

c h a n g e s  in  th e  
e p ig e n o m e  
(C p G  is la n d s  
&  o th e r  D N A  
s e q u e n c e s )



M o n o z y g o t ic  T w in s  

• An interesting model for studying the role of An interesting model for studying the role of 
environmental factors in epigenetic modificationsenvironmental factors in epigenetic modifications
– E p ig e n e t ic a l ly  c o n c o r d a n t a t b i r t h  in  m o s t 
c a s e s

– D if f e r e n c e s  (D N A  m e th y la t io n  a n d  h is t o n e  
m o d i f ic a t io n s ) a c c u m u la t e  w i t h  a g e

– G r e a te s t in  th o s e  w h o  h a d  l iv e d  to g e t h e r  f o r  
th e  s m a l le s t a m o u n t o f t im e

• T h is  f in d in g  u n d e r l in e s  th e  r e la t iv e  im p o r t a n c e  o f 
e n v i r o n m e n ta l f a c t o r s  in  a d d i t io n  to  in t r in s ic  
f a c t o r s



F u tu r e  p e r s p e c t iv e s

• C o m m o n  d is e a s e s   e p ig e n e t ic  b a s is   
m e d ic in e

• K n o w le d g e  o f g e n e t ic  &  e p ig e n e t ic  m o d i f ic a t io n s  
o f g e rm  c e l ls   n e c e s s a r y  f o r  th e  p r o d u c t io n  o f 
f u n c t io n a l g a m e te s  &  o v e r c o m in g  in f e r t i l i t y

• A n a ly s is  o f D N A  m e th y la t io n  p a t t e r n s   
C a te g o r iz a t io n  o f in f e r t i le  m e n   A  n e w  le v e l o f  ↓
f e r t i l iz a t io n , im p la n t a t io n  o r  p r e g n a n c y  r a t e s

• I n  c a u s in g  d is e a s e : E n v i r o n m e n t a l in t e r a c t io n   
g e n o m e   m o d u la t in g  t o  im p r o v e  h u m a n  h e a l t h

• C l in ic a l s p e c t r u m   M o le c u la r  D x  &  ta r g e t e d  T x



THAN K  Y OU  FOR  
LIS TE N IN G
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