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Avant propos

Les recherches effectuées dans le cadre de cette thése ont porté sur deux thématiques

liées aux cellules germinales.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéresseés a la différenciation « normale »
des cellules germinales d’'un amphibien uroddieyrodeles waljl modele que notre
laboratoire utilise depuis de nombreuses années pour étudier la différenciation gonadique et
notamment le réle des stéroides sexuels et des perturbateurs endocriniens dans ce processus.
Nous avons montré que 'acide rétinoique est impliqué dans l'induction de la méiose chez le
pleurodele. L’interaction entre les rétinoides et les stéroides lors de I'entrée en méiose a éte
étudiée chez cet animal. Cependant, les mécanismes d’action des rétinoides ainsi que les

géenes cibles impliqués lors de I'entrée en méiose n’ont pas pu étre identifiés.

Dans un second temps, une réorientation des recherches du laboratoire sur des modeles
cancéreux nous a amenés a étudier des cellules cancéreuses testiculaires humaines dont
I'origine est une anomalie de la différenciation des cellules germinales. Le modéle utilisé est
la lignée séminomateuse TCam?2 sur laquelle I'effet des stéroides sur la prolifération cellulaire
a été étudié.

Pour ces raisons, nous avons choisi de présenter dans lintroduction une revue
bibliographique sur la différenciation gonadique normale et pathologique chez les

mammiféres. Les résultats ont été organisés en deux volets :

1- Différenciation normale des cellules germinales : entrée en méiose. Ce travail a été

publié dans le journal « Developmental Dynamics ».

2- Différenciation pathologique des cellules germinales : cancer testiculaire. Une partie

des résultats obtenus font I'objet d’un article soumis pour publication.

La discussion comporte deux parties centrées sur chacun de ces deux aspects.
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Modeéle Préformiste Modele épigénétique

Figure 1: Les deux grands modes de formation de la lignée germinale. Dans le modéle

préformiste(exemple de la drosophile), des ARN et des protéines synthétisés par les cellules
nourricieres sont transportés au péle postérieur de I'embryon et constituent le plasme polaire
(bleu). Les cellules qui hériteront de ce plasme au cours de la cellularisation deviendront les
cellules germinales (ronds bleu et rouge). Dans le modéle épigén@higumeple de la souris),

il nN'y a pas de plasme germinal. En réponse a des signaux issus de l'ectoderme extra-
embryonnaire (fleche bleue) et de I'endoderme (fleche jaune), une sous population de cellules
de I'épiblaste se différencie en cellules germinales (en rouge). (D’'aprés Extavour et Akam,

2003).
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DEVELOPPEMENT GONADIQUE CHEZ LES MAMMIFERES

Au cours de la reproduction sexuée, le zygote est formé par la fusion de deux cellules
reproductrices sexuées, les gameétes. lls sont issus d’'une population de cellules souches qui
apparait a un stade trés précoce du développement embryonnaire et est souvent la premiére
lignée cellulaire a étre établie : la lignée germinale. Les cellules germinales (CGs) sont les
seules a subir la méiose qui précede la reproduction sexuée et aussi les seules cellules de
I'organisme qui peuvent générer un individu d’ou leur caractere totipotent (Wylie, 1999).
Cette totipotence permet de distinguer les cellules de la lignée germinale des cellules de la
lignée somatique (Wylie, 1999). Or, un organisme métazoaire dérive d'une cellule unique, le
zygote. Quand et comment s'effectue alors la ségrégation entre ces deux lignées? Au moins
deux modes distincts de spécification de la lignée germinale ont été définis chez les animaux.
Dans certains cas, ce sont des déterminants cytoplasmiques d’origine maternelle, déja
présents dans I'ovocyte, qui jouent un réle essentiel dans cette spécification. On parle alors de
modele préformiste, décrit notamment chez les anoures et la drosophile. Dans d’autres cas,
comme chez les mammiferes et les urodeles, les CGs apparaissent grace a des signaux eémis
par les cellules somatiques voisines : c’est le modele épigénétique. Les CGs sont alors

identifiées plus tard au cours de I'embryogeneése (figure 1) (Extavour et Akam, 2003).

1.  Spécification de la lignée germinale chez la souris

1.1. Origine de la lignée germinale

Les travaux de Lawson et Hage ont démontré, chez la souris, que les précurseurs des
celules germinales primordiales (CGPs) sont d’origine épiblastique. lls proviennent plus
précisément de I'épiblaste proximal proche de I'ectoderme extra-embryonnaire (Lawson et
Hage, 1994). Six jours apres la fécondation (jours post coitum = jpc), ces précurseurs, qui
peuvent aussi donner naissance a des dérives du meésoderme extra-embryonnaire, sont
présents sur tout le pourtour de cet épiblaste proximal. A ce stade du développement
embryonnaire, la ségrégation de la lignée germinale s’effectue spécifiquement dans cette
région grace aux signaux émis par l'ectoderme extra-embryonnaire (pour revue Matsui et

Okamura, 2005). En effet, des expériences de transplantation de cellules épiblastiques,
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Figure 2 : Ségrégation des cellules germinales primordiales (CGPs). Au cours de la gastrulation (a partir de 6,5 jpc), les précurseurs communs de
CGPs et de l'allantoide vont migrer hors de I'épiblaste proximal par la partie postérieure de la ligne primitive pour se localiser au niveau du
mésoderme extra-embryonnaire. Une population de ces précurseurs perd I'expression de I'E-cadherine en migrant vers la partie distale de I
région extra-embryonnaire pour se différencier en allantoide. A la base de I'allantoide une autre population de précurseurs exprimant fortement
I'E-cadhérine donne naissance aux CGPs a 7,2 jpc. (D’aprés Matsui et Okamura, 2005).
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réalisées a 6,5 jpc montrent que les cellules transplantées évoluent conformément a leur site
d’'implantation, quelle que soit leur position d'origine (Tam et Zhou, 1996). Les cellules
épiblastiqgues distales évoluent normalement en cellules neuroectodermiques et
ectodermiques. Si ces cellules de I'épiblaste distal sont transplantées dans la région
proximale, elles évolueront en CGPs. En revanche, la greffe de cellules de I'épiblaste
proximal en position distale ne donnera pas de CGPs mais du neurectoderme (Tam et Zhou,
1996). Cette étude illustre I'importance des signaux provenant de l'environnement, en
particulier 'ectoderme extra-embryonnaire, dans le déterminisme des CGPs. De méme, la
culture d'un épiblaste proximal de 5,5 jpc en I'absence d’ectoderme extra-embryonnaire ne
donne jamais naissance a des CGPs. L'épiblaste distal quant a lui ne donne jamais naissance a
des CGPs, sauf s'il est cultivé en présence d’ectoderme extra-embryonnaire. Ces résultats
établissent clairement le role inducteur de I'ectoderme extra-embryonnaire dans I'émergence
des CGPs (Yoshimizu et al., 2001).

Au cours de la gastrulation (a partir de 6,5 jpc), les précurseurs communs des CGPs et
de l'allantoide vont migrer hors de I'épiblaste proximal par la partie postérieure de la ligne
primitive pour se localiser au niveau du mésoderme extra-embryonnaire. Une population de
ces précurseurs perd I'expression de 'E-cadhérine (protéine des jonctions intercellulaires) en
migrant vers la partie distale de la région extra-embryonnaire pour se différencier en
allantoide. A la base de l'allantoide une autre population de précurseurs exprime fortement
I'E-cadhérine et donne naissance aux CGPs a 7,2 jpc (figure 2) (pour revue, Matsui et
Okamura, 2005). Ainsi, a ce stade de développement (7,2 jpc), la ségrégation définitive des
CGPs est effectuée. Ces cellules sont identifiées par I'expression de certains genes tels que le
geneTnap (tissue non-specific alkaline phosphatase) codant la phosphatase alcaline, le géne
Fragilis (interferon-inducible gene) qui code une protéine transmembranaire, |Stpiae
(Pgc-7) codant une protéine nucléo-cytoplasmique exprimée également dans l'ovocyte et
I'embryon aux stades précoces (pré-implantatiBsgal (stage-specific embryonic antigen-1)
(pour revue, McLaren, 2003)impl (B-Lymphocyte induced maturation proteinfdanos3,
et les genes de pluripotence comme octamer-binding transcription fact@cB244(,Nanog
et Sox2 (Saitou et al., 2005).

1.2. Signalisation impliquée dans la spécification des CGPs

Parmi les voies de signalisation contrbélant la ségrégation et la différenciation des CGPs,

il semble que les BMP (bone morphogenic proteins) -membres de la superfamille flu TGF
3
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(transforming growth factof)- et leurs effecteurs intracellulaires (les protéis®dADS)
jouent un réle primordial, en particulier les BMP4, BMP8b et BMP2 et leurs effecteurs
SMAD1 et SMADS5 (revue dans Matsui et Okamura, 2005).

Lawson et al. ont suggéré que la différenciation finale des CGPs semble dépendre de
deux signaux séparés. A 6 jpc, une premiéere exposition a BMP4, sécrétée par I'ectoderme
extra-embryonnaire, permet a I'épiblaste proximal de donner naissance aux précurseurs
communs des CGPs et de l'allantoide. Tandis qu’un deuxieme signal provenant probablement
du mésoderme extra-embryonnaire entre 6,75 et 7 jpc conduit a la ségrégation des deux

lignées cellulaires (Lawson et al., 1999).

Le role essentiel de BMP4 a été mis en évidence par des expériences de knock-out (KO)
chez la souris. En effet, une absence totale des CGPs et de I'allantoide a été observée chez les
embryons porteurs d’une invalidation homozygote du gagme4. Par contre, une réduction
de 50% de leur nombre est observée chez les hétérozygotes. Ceci suggere une action dose-
dépendante de BMP4 (Lawson et al., 1999).

L’expression deBmp8b est limitée entre 6 et 7,5 jpc a I'ectoderme extra-embryonnaire.
L’absence dBmp8b entraine une diminution du nombre, voire une absence totale de CGPs.
BMP8b interviendrait, comme BMP4, dans la détermination des CGPs, mais pas dans leur
prolifération ni dans leur survie (Ying et al., 2000). Le réle de BMP8b impliqué dans la
spécification des CGPs a été précisé par I'étude de Ohinata et al. En effet, cette étude a mis en
evidence I'existence de signaux négatifs provenant de la région antérieure de I'endoderme
viscéral qui restreignent la population de cellules épiblastiques donnant naissance aux CGPs.
L’influence négative de ces signaux sur la réponse des cellules épiblastiques aux BMP4
provenant de I'ectoderme extra-embryonnaire serait limité par I'action de BMP8b selon un
mécanisme inconnu (Ohinata et al., 2009). De plus, cette étude a montré que \léngigne
exprimé dans la région postérieure de I'endoderme viscéral est essentiel a la réponse de

I'épiblaste aux signaux BMP4 (figure 3A).

Bmp2 semble aussi jouer un rdle dans la ségrégation des CGPs. Elle est exprimée dans
la région postérieure de I'endoderme viscéral entre 6 et 6,75 jpc. BMP2 interviendrait dans la
ségrégation des CGPs. L'étude des souris mutantesBrop2 a montré une réduction du
nombre de CGPs (Ying et Zhao, 2001). L'étude d’embryons doublement hétérozygotes, soit
pour Bmp2 etBmp4, soit pouBmp2 etBmp8h a permis d'établir que BMP4 et BMP2

agissaient de facon additive sur la différenciation des CGPs, alors que ce n’est pas le cas pour
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BMP2 et BMP8b (Ying et Zhao, 2001). Ainsi, les trois molécules BMPs fonctionnent
differemment mais en coopération afin que la partie postérieure de I'épiblaste proximal
recoive un niveau suffisant de « signal BMPs » pour générer les CGPs (Ying et Zhao, 2001).

Les processus de signalisation conduisant a la ségrégation de la lignée germinale
consistent en une cascade de réactions déclenchée par la fixation des ligands BMPs sur des
récepteurs membranaires appartenant a la famille des récepteurs a activité sérine/thréonine
kinase. Tout d’abord, ces BMPs se lient au récepteur de type Il (BMPRII), formant un
complexe qui active le récepteur de type | (BMPRIA, BMPRIB) par phosphorylation. Ce
dernier active a son tour par phosphorylation les protéines intracellulaires SMADs en
particulier SMAD1 et SMADS5 qui forment des hétérodimeres avec SMAD4. Ces complexes
entrent dans le noyau et activent la transcription de géenes responsables du déterminisme de la
lignée germinale (Massagué et al., 2005). Les études des souris mutant&mnpaddr ou
Smad5 ont montré une réduction du nombre, voire une absence totale des CGPs (Chang et
Matzuk, 2001; Hayashi et al., 2002). L’étude d’embryons doublement hétérozygotes pour
Smadl etSmad5 $mal” ; Sma5") a également montré une réduction significative du
nombredes CGPs (Arnold et al., 2006). Ceci confirme I'importance de ces protéines dans la
formation des CGPs. Cependant, le mécanisme d’action des BMPs conduisant a la
spécification de la lignée germinale ainsi que les génes cibles sont largement inconnus (Tam
et Loebel, 2009).

1.3. Suppression du programme somatique et maintien de la pluripotence

Un certain nombre de génes ont été décrits comme impliqués dans la spécification des
CGPs chez la souris. C’est notamment le cas du d&imepl également appeklrdml. I
code un membre de la famille PRDM (PR-domain containing proteins) —famille de protéines
régulatrices transcriptionnelles- qui intervient comme répresseur transcriptionnel. Cette
protéine est exprimée a 6,25 jpc dans certaines cellules de I'épiblaste proximal qui sont en
contact avec l'ectoderme extra-embryonnaire. Le suivi de I'évolution de ces cellules
marquées a la GFP (green fluorescent protein) a permis de montrer que ce sont bien les
futures CGPs (Ohinata et al., 2008Blimpl semble jouer un rble essentiel dans la
spécification des CGPs. D’une patrt, il intervient dans la répression de I'expression des genes
impliqués dans la différenciation de la lignée somatique comme les igéergSaitou et al.,
2005). En effet, les travaux d’Ancelin et al., montrent que BLIMP1 s’associe avec l'arginine

méthyltransférase (PRMT5) et provoque une diméthylation de I'arginine 3 sur I'histone H2A
5
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et/ou H4 (H2A/H4R3me2s) a 8,5 jpc. Cependant cette méthylation serait réprimée a 11,5 jpc
en raison de la translocation du complexe BLIMP1/PRMTS5 du noyau au cytoplasme, dont le
mécanisme n’est pas clairement élucidé (Ancelin et al., 2006).

D’autre part, Blimpl contribue au maintien de lI'expression de certains genes de
pluripotence dans les CGPs. AirBlimpl n’apparait pas seulement comme un initiateur mais
comme un coordinateur majeur du programme transcriptionnel aboutissant a la spécification
de la lignée germinale (Kurimoto et al., 2008) (figure 3B). Chez les embryons porteurs d’'une
invalidation hétérozygote dglimpl Blimp1™), le nombre de CGPs est réduit, et ces cellules
ont des altérations de la migration, de la prolifération et de la répression du programme
somatique. Chez les embryons homozygoBisnp1’), une absence totale des CGPs a été
obsevée (Ohinata et al., 2005).

Un autre membre de la famille PRDM appBléim14 semble aussi jouer un role crucial
dans la spécification des CGPs. Il s'agit d’'un géne dont I'expression est spécifique de la
lignée germinale. Elle est détectée dans les cellules qui expriment Blimpl a 6,5 jpc et demeure
dans les CGPs jusqu'a 13,5-14,5 jpc chez les méles et les femelles. L'étude de Yamaiji et al.,
réalisée sur des souris KO pdndm14 Prdm14") montre que les males et les femelles sont
stéiles suite a une perte complete des CGPs a 12,5 jpc (Yamaiji et al., 2008). En effet, chez
les embryonsPrdm14”, les CGPs montrent une répression de I'expressioBod@ et de
Hoxbl. De ce faitPrdm14 joue un r6le dans la ré-acquisition d’expression d’une partie des
genes de pluripotence, mais pas dans la suppression du programme somatique (Yamaiji et al.,
2008). Chez la souris, la ré-acquisition de pluripotence des CGPs est médiée par une
répression de la diméthylation de la lysine 9 sur I'histone 3 (H3K9me2) a 8 jpc, suite a une
répression de I'expression d’une histone méthyltransférase (GLP) ainsi gqu’a une induction de
la triméthylation de la lysine 27 sur I'histone 3 (H3K27me3). Cependant, chez les embryons
Prdm14”, on observe ni la répression de H3K9me2 ni l'induction de H3K27me3 (Yamaiji et

al., 2008) L’ensemble de ces mécanismes est résumé dans la figure 3B.

1.4. Migration et prolifération de la lignée germinale

Chez la souris, les CGPs sont définitivement spécifiees a 7,25 jpc au niveau du
méoderme extra-embryonnaire. Elles migrent au sein de I'embryon et rejoignent le site des
futures gonades. Vingt quatre heures apres leur apparition (~8,5 jpc), I'endoderme viscéral

subit des mouvements d’invagination qui permettent la formation de la paroi du tube digestif
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Figure 4 : Schéma en trois dimensions représentant la migration des cellules germinales
primordiales (CGPs) vers les crétes génitales chez un embryon de souris 4gé de 11 jours. Voie
de migration des CGPs depuis le pédicule allantoidien, puis le long du tube digestif postérieur
et du mésentére dorsal, jusque dans la créte génitale. (D’aprés Soto-Suazo et Zorn, 2005).
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postérieur. Bien que les CGPs soient incapables de se déplacer a ce stade d'une facon
autonome, elles sont emportées passivement avec les cellules endodermiques par les
mouvements d’invagination et viennent se positionner le long de la paroi postérieure du tube
digestif (pour revue, McLaren, 2003). Entre 9,5 et 11,5 jpc, les CGPs proliferent et quittent
alors activement le tube digestif postérieur en traversant le mésentere dorsal pour rejoindre les
crétes génitales en cours de formation (figure 4). Celles-ci se forment de chaque c6té de la
ligne médiane, entre le mésonéphros et le mésentére dorsal, du fait de la prolifération de
I'épithélium ccelomique et d’'une condensation du mésenchyme sous-jacent (pour revue,
McLaren, 2003).

La migration des CGPs vers les crétes génitales est contrélée par les locus W (white
spoting) et Steel. Ces locus portent respectivement les genes codant c-KIT (un récepteur
transmembranaire a activité tyrosine kinase de type lll ; également appelé CD117) et son
ligand, KIT ligand (KITLG) (un facteur de croissance ; également appelé Stem Cell Factor ou
Mast-Cell Growth Factor). Les souris mutantes pokit ou son ligand sont caractérisées par
une absence des CGPs dans les crétes génitales (pour revue, McLaren, 2003). En effet, le
nombre des CGPs dans les embrydtittg”™ n'est pas affecté a 8 jpc mais il diminue
enomément a partir de 9 jpc. Cette diminution résulte d’'un défaut dans la prolifération de ces
cellules. Ceci indigue que KITLG est nécessaire pour la survie des CGPs; son invalidation
induit I'apoptose qui est détectée par I'expressioBabe(gene pro-apoptotique). Cependant,
dans les embryoriitlg”, les CGPs dorBax est invalidé ne meurent pas mais elles arrétent
la prolifération et leur migration serait perturbée (Runyan et al., 2006). In vivo, I'expression de
Kitlg dans la ligne médiane diminue entre 9,5 et 10,5 jpc. Cette diminution semble nécessaire
pour induire I'apoptose dans les CGPs qui ne sont pas trés avancées dans leur migration vers
les crétes génitales. Ainsi, KITLG contrble la survie des CGPs et il est nécessaire pour leur

prolifération et leur migration (Runyan et al., 2006).

D’autres facteurs sont également impliqués dans la migration et la survie des CGPs chez
la souris. C’est le cas de SDF1 (stromal cell-derived factor 1 ou CXCL12). Il s’agit d’'une
cytokine de type chemokine, qui exerce son action chimioattractive via son récepteur couplé a
la protéine G, CXCRA4. Les travaux de Molyneaux et al. montrent que le récepteur CXCR4 est
exprimé dans la membrane des CGPs migrantes a 10,5 jpc, et que son ligand SDF1 est
exprimé en méme temps par les crétes geénitales. Ainsi, les interactions SDF1/CXCR4 sont

impliquées dans la colonisation des crétes génitales par les CGPs. D’ailleurs, chez les souris
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KO pour Cxcrd Cxcr4"), le nombre de CGPs colonisant les crétes génitales est réduit par

rappot aux témoins (Molyneaux et al., 2003).

Les BMPs jouent un réle important non seulement dans la spécification des CGPs, mais
aussi dans leur migration. L'étude de Dudley et al. montre que I'ajout de BMP4 ou de Noggin
(antagoniste de BMP) a une culture de tissus embryonnaires (9,5 jpc) induit une augmentation
ou une diminution du nombre de CGPs respectivement. En outre, Noggin, bloque I'expression
de KITLG dans les crétes génitales et provoque une perturbation dans la migration des CGPs
ainsi qu’un échec de la colonisation des crétes génitales (Dudley et al., 2007). De méme, le
blocage de la voie de signalisation des BMPs réprime I'expression de SDF1 par les crétes

génitales et empéche la colonisation de ces derniéeres par les CGPs (Dudley et al., 2010).

La prolifération des CGPs a lieu lors de la migration et continue jusqu'a un ou deux
jours apres la colonisation des crétes geénitales. Leur nombre augmente rapidement et passe de
~100 cellules a 8,5 jpc pour atteindre ~25000 cellules a 13,5 jpc. Plusieurs facteurs de
croissance sont impliqués dans la prolifération des CGPs : KITLG (nous I'avons mentionné
ci-dessus), FGF (fibroblast growth factor) et LIF (leukemia inhibitory factor) (revue dans
Ewen et Koopman, 2010).

Apres la colonisation des crétes génitales, les CGPs qui sont nommées cellules
germinales (CGs) ou gonocytes a ce stade de développement, subissent trois changements

importants :

1. Un changement morphologique ; les CGs deviennent grandes, rondes et facilement

repérables par rapport a leurs voisines somatiques.

2. Un changement du profil d’expression génique ; les génaep, Sseal, eNanos3
sont réprimés, tandis que les géi@mal (germ cell nuclear antigen 1Dazl (deleted in
azoospermia like)cl (germ cell-less)Err-f (estrogen related receptpy et Mvh (Mouse

vasa homolog) sont exprimés permettant ainsi la prolifération des CGs dans les gonades.

3. La perte de pluripotence ; les CGs perdent en partie leur capacité a produire des
cellules souches embryonnaires en culture. D’ailleurs, la répression des genes de pluripotence
(Oct3/4,Sox2,Nanog) est nécessaire pour la différenciation sexuelle (revue dans. Ewen et
Koopman, 2010)
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Figure 5 : Schéma de différenciation des CGs males et femelles au cours du développement
embryonnaire de souris. A 11,5 jpc les CGs sont bipotentielles, en prolifération. A partir de
12,5 jpc, les CGs commencent a se differencier dans la gonade male. Tandis que cette
différenciation sera retardée de 24h chez la femelle. A ce stade de développement, les CGs
femelles commencent a se préparer pour entrer en méiose en répliquant ’ADN, progressent
jusqu’au stade diploténe auquel elles restent bloquées jusqu’a la puberté. Par contre, les CGs
males entrent en arrét mitotique (quiescence). (D’apres Kocer et al., 2009).
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2.  Difféerenciation gonadique chez la souris

Les CGs colonisant les crétes génitales peuvent suivre la voie de différenciation méale ou
le sens femelle, cette différenciation étant contr6lée par leur environnement somatique. Les
différences entre les cellules somatiques de I'ovaire et celles du testicule sont évidentes a 12,5
jpc, alors que les différences entre les CGs des gonades femelles (XX) et des gonades males
(XY) ne s'observent qu’a 13,5 jpc. A ce stade, les CGs de I'ovaire entrent en méiose alors que
celles du testicule vont subir un arrét du cycle cellulaire mitotique (revue dans Ewen et
Koopman, 2010) (figure 5).

Les mécanismes de la recombinaison génétique ont été largement étudiés chez la levure
et font intervenir plusieurs genes dits «de meéiose». En effet, il existe plusieurs genes
marqueurs de division méiotique qui sont fortement conservés au cours de I'évolution, parmi
lesquels les genddmcl, Scp3 etSpoll (sporulation). Le gemdmcl, largement étudié chez
la levure Saccharomyces cerevisjaeode une recombinase spécifique de la méiose qui
présente des homologies avec la protéine bactérienne Rec A. La protéine DMCL1 interviendrait
dans la régulation du cycle cellulaire, I'appariement homologue (synapsis) et I'échange
d’ADN entre les chromosomes (crossing-over) (Pittman et al., 1998). Les Sbud§
maes et femelles, sont stériles avec arrét de la gamétogénése au stade de la premiére prophase
méiotique. Les gonades des deux sexes sont plus petites chez ces mutants. Chez les males,
cette mutation nulle d®mcl entraine un arrét de meéiose des spermatocytes | au stade
zygotene; ces cellules dégénerent ensuite par apoptose (Pittman et al., 1998). Chez les
femellesDmc1”, 'ovogenése s'arréte au cours de la vie foetale. Les CGs dégénérent par la
suite, I'ovaire adulte ne contenant ni ovocytes, ni follicules (Pittman et al., 1998).

SCP3 est un complexe protéique permettant I'appariement des chromosomes
homologues lors du stade zygoténe de la prophase de la premiere division méiotique. Les
souris males dont le gérgep3 a été invalidé sont stériles suite & une perte de spermatocytes
par apoptose ; ils présentent des testicules plus petits (Yuan et al., 2000).

Le géneSpoll, initialement décrit chez la levure, est aussi nécessaire pendant la
recombinaison méiotique et la ségrégation des chromosomes et plus spécifiqguement lors de la
formation des cassures doubles-brins dans les chromosomes homologues appariés. Chez la
souris, la protéine SPO11 pourrait générer les cassures de chromosomes qui initient la
recombinaison méiotique a travers une série de réactions impliquant entre autres la protéine

DMC1. La délétion d&poll conduit a un défaut de méiose responsable de linfertilité de ces
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Gene Phénotype Fonction proposée

Emx2 Les gonades EmX2XX et XY ont un Inconnue
phénotye similaire a celui des mutants
Wt1,S1 et Lhx9. Les gonades régressent
apres 13 jours post-coitum (jpc).

Lgflr/lrr/lr Un triple Knock out des genes du réceptela signalisation par le récepteur
de I'lgf1, du récepteur apparenté au de l'insuline permet la
récepteur de l'insuline et du récepteur de croissance précoce des gonades
l'insuline se traduit par une réversion XX et XY.
sexuelle male-femelle. Sgst exprimé
mais les marqueurs sertoliens sont absents.

Lhx9 Les cellules des gonadebx9” XX et XY  Lhx 9 pourrait réguler S1 ou la
ne proiferent pas et les gonades régresseptolifération précoce des
avant 13 jpc. cellules Sf1 positives de

I'épithélium coelomique

M33 Les gonades des mutants M33 La réversion sexuelle pourrait
posséent un retard développemental et | résulter d’'une diminution de la
présentent un fort taux de réversion prolifération dans la gonade
sexuelle male-femelle. bipotentielle ou d’anomalies de

la différenciation au niveau ou
en aval de Sry.

Sl Les gonades S1XX et XY entrent en Sfl régule la survie et/ou la
apoptos et régressent avant 12,5 jpc. prolifération des cellules de la

gonade bipotentielle. Sfl1 est
également impliqué dans la
régulation positive de Amh et
des enzymes de la
stéroidogenése dans les gonades
XY.

Wil Les gonadeS\t1” etWt1-KTS XX et XY | L'isoforme —KTS deWtl est

commencent a régresser des 12,5 jpc. Le
gonadedM1+KTS"™ présentent une
révasion sexuelle méle-femelle.

qiécessaire pour la
survie/prolifération des cellules
de la gonade bipotentielle.
L’isoforme +KTS contribue a la
régulation positive de

I'expression de Sy.

Tableau 1 : Génes impliqués dans la croissance précoce et la survie de la gonade. Ces résultats
ont été obtenus chez la souris par I'utilisation de modeles Knock-out ou transgeRimu@s.

empty spiracles homolog agfir, insulin-like growth factorl receptolr, insulin receptor]rr,

insulin receptor-related receptdrhx9, LIM homoeobox protein 9M33, chromobox homolog
2(Cbx2); &1, steroidogenic factor I1, Wilm’s tumor homologue, KTS représente les trios
acides aminés présents (+KTS) ou non (-KTS) dans la protéine WT1. (D’aprés Brennan et Capel,

2004).
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souris. La structure des chromosomes est modifiee et des erreurs de recombinaison
apparaissent conduisant a un arrét du cycle cellulaire et/ou a I'apoptose avant la premiere
division (Baudat et de Massy, 2004).

Les cellules somatiques constituant la gonade sont classées en trois types. Les cellules
précurseurs des cellules dites «de soutien» se différencient en cellules de Sertoli chez le male
et en cellules de la granulosa chez la femelle. Le deuxiéme type correspond aux cellules
stéroidogénes qui sont les cellules de Leydig chez le méle et les cellules de la theque interne
ainsi que les cellules de la granulosa chez la femelle. Enfin, les cellules précurseurs des tissus
de connexion donnent le tissu vasculaire, la tunique et les cellules myoides péritubulaires chez

le méle et se différencient en tunique et cellules stromales chez la femelle.

Les expériences d’invalidation de génes ont permis d’identifier plusieurs genes qui ont
un réle dans la croissance précoce et le maintien de la gonade dans les deux sexes, notamment
Sfl (steroidogenic factor 1) @tl (Wilm’s tumor gene 1)Sf1 code un récepteur nucléaire
orphelin. Son invalidation conduit a une absence de goniitis.code un facteur de
transcription qui, lorsqu’il est invalidé, conduit 1 encore a une régression des gonades
(Brennan et Capel, 2004) (tableau 1). Outre ces deux genes fondamentaux, d’autres facteurs
sont impliqués dans la croissance précoce de la goaae2(Lhx9, Igfr, M33) (Brennan et
Capel, 2004) (tableau 1).

2.1. Voie male

2.1.1. Déterminisme génétique

Chez les mammiféres, la présence d’un chromosome Y induit la différenciation de la
gonade en testicule et ce, quel que soit le nombre de chromosomes X. Il a alors été envisagée
que la différenciation testiculaire soit induite par un locus dominant porté par le chromosome
Y. Ce dernier a été nommé TDF (Testis Determining Factor) et semblait comporter un ou
plusieurs génes qui interviennent dans la détermination méle. L'analyse du génome de
patients inversés sexuellement a conduit a lidentification du @megSex-determining
region of Y chromosome) comme étant le TDF (Sinclair et al., 1990). Par la suite, I'utilisation
d’un transgen&ry chez des souris XX ont confirmé g8ey est le déterminant primaire de la
différenciation sexuelle (Koopman et al., 1998y code un facteur de transcription qui
contient un domaine de liaison a I’ADN : la boite HMG (High Mobility Group).
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Figure 6 : Modele représentant la régulation transcriptionelleSol®. Chez le male, la
régulation transcriptionnelle gonadique 8&9 comprend trois phases : (i) initiation de la
transcription indépendante de SRY; (ii) augmentation de I'expression dépendante de SRY ;
(iif) maintien de I'expression en absence de SRY. Ainsi chez le méale, SF1 active I'expression
de Sy. L’expression d&ox9 augmente a environ 11,5 jpc par une action synergique de SRY
et SF1, tandis que chez la femelle, I'expressioBmt® diminue a ce stade de développement.

Le maintien de I'expression d&x9 apres la disparition d&y est di a une autorégulation
directe de SOX9 et également a FGF9. (D’aprés Sekido et Lovell-Badge, 2008).
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Chez la souris,Sry est exprimé uniqguement durant les premiéres étapes de la
différenciation testiculaire. En effet, I'expression commence juste aprés I'ébauche des crétes
génitales a 10,5 jpc. Elle est maintenue jusqu’aux premiers signes de la différenciation
testiculaire a 12,5 jpc, puis décline jusqu’a disparaitre completement. Cette expression a lieu
dans les précurseurs des cellules de Sertoli et permettrait I'induction de leur différenciation
(Brennan et Capel, 2004).

Seuls 10% de cas d’'inversion sexuelle sont associés a des mutations 8uygemeui
indiqgue que d'autres genes jouent un role critique dans la différenciation testiculaire
(DiNapoli et Capel, 2008). Le premier géene identifié en av@rgest le gen&ox9(Sry-like
HMG-box protein 9), codant un facteur de transcription qui contient une boite HMG se liant
spécifiguement a 'ADN (Koopman, 1999). Chez la souris, I'expressidhoa®est détectée
quelques heures apres linitiation de I'expressionSdg Au stade 11,5 jpc, le niveau de
transcrits augmente dans les cellules pré-Sertoliennes tandis qu’il diminue chez les femelles
(Kanai et al., 2005). Par la suite son expression persiste dans les cellules de Sertoli jusqu’a
'age adulte (Koopman, 1999). Chez la souris, linvalidationS#&9 dans la gonade XY
induit une inversion sexuelle, tandis que la duplication d’'une région cont®o®dtconduit a
des inversions sexuelles par une activation ectopique du Sgxtedans les gonades XX
(revue dans DiNapoli et Capel, 2008px9 joue donc un role fondamental dans l'orientation
de la différenciation gonadique vers la voie méale. La régulation transcriptionelex@eest
constituée de trois phases (figure 6) : (i) initiation de la transcription indépendante de SRY
mais dépendante de SF1 ; (ii) augmentation de I'expression dépendante de SRY. En effet,
SRY se fixe sur une région régulatrice $iex9 dite « testis-specific enhancer » et active son
expression. Cependant le mécanisme d’action selon lequel SRY induit I'expresSone
n'est pas connu ; (iii) maintien de I'expression en absence de SRY (Sekido et Lovell-Badge,
2009; Jakob et Lovell-Badge, 2011).

Le FGF9 membre de la famille des fibroblast growth factor, semble également étre
impliqué dans la différenciation sexuelle magf9 est exprimé dans les précurseurs des
cellules de Sertoli, et son expression commence peu apres c8ig @olvin et al., 2001).
L’inactivation du geneFgf9 entraine une inversion sexuelle des souris XY (Colvin et al.,
2001). L’expression deégf9 est indispensable pour maintenir I'expressiosde9. En effet,
'absence de=gf9 entraine une diminution de I'expression3t9et une augmentation de
I'expression de genes impliqués dans la différenciation ovarienne ctmige dont le réle

sera abordé ultérieurement. Cela induit une inversion sexuelle totale. Comme le¥/g&hes
11
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Figure 7 : Modele illustrant la régulation de la différenciation gonadiqueViiad et Fgfo.
Dans la gonade XY, les expressions3®9 et Fgf9 seraient induites suite a celle Sey;

Fgf9 induit une diminution de I'expression #ént4. Dans la gonade XX, il n'y a pas de &ty
donc peu dégf9 et deSox9. De ce fait, la différenciation de la gonade en ovaire sera induite
suite a I'expression dént4. (D’apres Kim et al., 2006; Kim et Capel, 2006).
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et Fgf9 sont exprimés tous les deux par la gonade bipotentielle, cela a amené 'équipe de
Capel a émettre I'hypothese d’'un systeme de balance \&nite etFgf9. Chez le mal&ox9

et Fgf9 s’activent réciproquement, phénomeéne induit par la préseri®e.deGF9 présent en

forte quantité va diminuer I'expression Wént4 et mener a la différenciation méle. Chez la
femelle, il N’y a pas d’expression d&ry donc peu dd-gf9 et deSox9 et de ce fait, la
différenciation de la gonade en ovaire sera induite suite a I'induction de I'expressidm4le
(figure 7) (Kim et al., 2006; Kim et Capel, 2006).

La différenciation testiculaire est induite par de nombreux génes dont les principaux
sont présentés dans le (tableau 2). Certains génes cwviimetSf1 dont le réle évolue au
cours de la différenciation gonadique mais qui participent également a la différenciation
testiculaire sont présentés dans le (tableau 1). Ainsi I'expressiSfidevient différentielle
des que les gonades en développement commencent a se différencier : elle augmente au cours
de la différenciation male tandis qu’elle diminue dans les gonades femelles (Parker, 1998).
Sfl intervient dans la régulation de I'expression de 'AMH (Anti-Mullerian Hormone) dans
les cellules de Sertoli et dans celle des enzymes de la stéroidogenése dans les cellules de

Leydig (revue dans Sadovsky et Dorn, 2000).

2.1.2. Différenciation testiculaire

Dans les gonades XY, la prolifération cellulaire au sein de I'épithélium ccelomique est
induite par le géné&ry. Cette augmentation de taille est observée peu aprés l'initiation de
I'expression desry tandis qu’aucun changement n’est détecté dans les gonades XX (Schmabhl
et al., 2000). Aprés 11,5 jpc, les cellules mésonéphrétiques migrent dans la gonade maéle. La
migration a lieu de 11,5 jpc a 16,5 jpc uniqguement dans les gonades XY. Les cellules qui
migrent sont a l'origine des cellules péritubulaires myoides et des cellules endothéliales
(Martineau et al., 1997; Brennan et Capel, 2004).

2.1.2.1. Les cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli ne dérivent pas du mésonéphros mais de I'épithélium ccelomique.
En effet, le groupe de Capel a montré, en injectant un colorant dans les cellules de
I'épithélium coelomique que celles-ci peuvent migrer dans la gonade et y former les cellules
de Sertoli (Karl et Capel, 1998). Ces cellules sont les premiéres cellules testiculaires qui se
différencient a 11,5 jpc et produisent 'AMH, hormone peptidique spécifique de ces cellules,

qui induit la régression des canaux de Mul@ry induit la différenciation de cellules de
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Gene Phénotype Fonction proposée

Arx Les cellules de Leydig feetales ne se Arx n’étant pas exprimé dans les
différencient pas dans les gonades’Arx cellules de Leydig, il doit agir comme

facteur paracrine pour promouvoir la
différenciation de ces cellules.

Daxl La délétion de Daxl se traduit par une séveiee taux de Daxl est crucial pour le
anomalie de la morphologie du testicule. = développement testiculaire : trop ou trop

peu et la formation des cordons est
inhibée. Daxl agit en aval ou de fagon
paralléle & Sry pour permettre
I'organisation des cordons séminiferes et
I'expression des marqueurs males.

Dhh Il N’y a pas de différenciation des cellules deDhh doit étre impliqué dans le maintien
Leydig et de formation des cordons dans lesd’un haut niveau d’expression de 1
gonades Dhh. dans les précurseurs de cellules de

Leydig.

Fgf9 La plupart des gonades Fgf@nt une Fgf9 favorise la prolifération des
réversion sexuelle totale avec aucune précurseurs des cellules de Sertoli et
expression des marqueurs males en aval dgourrait étre impliqué dans la suite de la
Sy. différenciation des cellules de Sertoli. I

est également nécessaire a la survie
précoce des cellules germinales XY.

Gatad/Fog2 | Les gonades Fog2et Gata™™” XY ne Gatad/Fog2 favorise I'expression
dévdoppent pas de cordons testiculaires ni die Sy et de ce fait I'expression et la
types cellulaires spécifiques du testicule et akff érenciation des cellules de Sertoli.
I'expression de Sest diminuée.

Pdgfra Les gonades Pdgif” ont une formation Pdgfra agit en aval de Sgour
anornale et retardée des cordons séminiferggermettre la formation des cordons
et un défaut de développement des cellulesséminiferes et la différenciation des
de Leydig. La migration cellulaire et la cellules de Leydig.
prolifération des cellules de I'épithélium
coelomique sont également atteintes.

Sox9 Les embryons Sox9 meurent avant que le | Sox9 est considéré comme la cible

phénotye cellulaire testiculaire puisse étre
testé. L'invalidation conditionnelle dans les
cellules de Sertoli provoque une réversion

directe en aval de S¥n effet, il
peut se substituter@y au niveau
de toutes ses fonctions. Les cibles
en aval de Sox9 incluent I'Amh.

sexuelle des gonades XY.

Tableau 2 :Genes impliqués dans la différenciation testiculaire. Ces résultats ont été obtenus ches la sour

par l'utilisation des modéles KO ou transgéniquis, aristaless related homeoboaxl, DSS-AHC
critical region on the X) ou nuclear receptor family 0 B1 (NrOBRhh, desert hedgehod=gf9, fibroblast
growth factor 9 Fog2, friend of Gata2 ; Gata4, GATA binding protein 4Pdgfra, plateleted-derived growth
factor receptor pSox9, Sry-like HMG-box protein 9. (D’apres Brennan et Capel, 2004).
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Figure 8 : Différenciation du testicule. La différenciation du testicule a partir de la gonade
indifférenciée se fait en plusieurs étapes qui impliquent la migration des cellules germinales
(CGs), la différenciation et la migration des cellules de Sertoli, puis des cellules péritubulaires
et enfin des cellules de Leydig. (D’aprés Sharpe, 2006).
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Sertoli puisqu’il est exprimé dans leurs précurseurs entre 10,5 et 12,5 jpc (Albrecht et Eicher,
2001).Sox9 efgf9 sont également impliqués dans leur différenciation (Kim et Capel, 2006).

De plus, d’'autres facteurs de transcription tels que SF1, WT1 et GATA4 sont décrits comme
impliqués dans la régulation de I'expression du gene codant 'AMH (Arango et al., 1999). Les
cellules de Sertoli englobent les CGs et donnent ainsi naissance a des cordons séminiferes
observés dés 12 jpc chez la souris (figure 8). Les cellules de Sertoli servent de cellules de
soutien et de cellules nourriciéres aux CGs. Elles régulent également la prolifération, I'apport

en hormones stéroides et la différenciation de CGs lors de la spermatogenese.

2.1.2.2. Lescellulesde Leydig

Chez la souris, deux populations de cellules de Leydig sont distinguées : les cellules de
Leydig embryonnaires (fcetales) qui disparaissent progressivement apreés la naissance, et la
population adulte qui se forme durant la puberté et persiste pendant la vie adulte (Ross et
Capel, 2005). Cette population produit la testostérone nécessaire a la spermatogenese des la

puberté et pendant toute la vie.

L’origine des cellules de Leydig fcetales reste incertaine (O'Shaughnessy et al., 2006). Il
semble qu’elles se différencient dans la région interstitielle (entre les cordons testiculaires) a
partir des cellules mésenchymateuses a 12,5 jpc, c'est a dire 24 heures aprés la formation des
cellules de Sertoli (Barsoum et Yao, 2006). Les cellules de Leydig sont essentielles pour la
masculinisation du fcetus car elles synthétisent la testostérone une fois les cordons séminiféres
formés a environ 12,5 jpc. Cet androgene est nécessaire au maintien des canaux de Wolff et a

leur différenciation en épididyme, canal déférent et vésicule séminale (Capel, 2000).

La difféerenciation des cellules de Leydig serait induite par des facteurs paracrines
comme DHH (desert hedgehog) et PDGF (Platelet Derived Growth Factor) sécrétés par les
cellules de Sertoli ou comme ARX (X-linked aristaless-related homeobox gene) exprimé dans
les cellules interstitielles autres que les cellules de Leydig (fibroblastes, cellules myoides
péritubulaires, cellules endothéliales) (voir tableau 2) (revue dans Brennan et Capel, 2004).
DHH est une molécule sécrétée par les cellules de Sertoli a 11,5 jpc. L&ajehed 1
codant le récepteur de DHH est initialement exprimé dans l'espace interstitiel entre les
cordons testiculaires (Yao et al., 2002). L'invalidationdeh aboutit a une diminution
remarquable du nombre de cellules de Leydig feetales (Barsoum et Yao, 2006). Concernant le

facteur PDGF, linactivation de son récepteur (PD@FRrovoque le blocage de la
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Figure 9 : Biosynthése et mécanisme d’action de I'acide rétinoique (Ac