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Dmrtl, un gene majeur

de la détermination testiculaire
et de la fertilité dans les deux
sexes chez le lapin

Emilie Dujurdinllz, Maélle Pannetierl?, Eric Pailhoux!?

DMRTIL, le déterminant testiculaire

le plus conservé au cours de I’évolution
des espéces

Le géne Dmrtl (doublesex and mab-3-re-
lated transcription factor 1) code un
facteur de transcription, DMRTL, dont la
fonction dans la différenciation testicu-
laire a été conservée au cours de I'évo-
lution des especes [1]. Apres les descrip-
tions initiales chez la mouche drosophile
(géne doublesex) et le ver Caenorhabditis
elegans (géne mab-3), on a montré que
DMRTL est le déterminant testiculaire chez
le poulet, et donc vraisemblablement chez
la plupart des oiseaux. Dmrtl est localisé
sur le chromosome sexuel Z du poulet, et il
est requis en double exemplaire (ZZ) pour
déclencher la différenciation des gonades
en testicules [2]'. Des duplications de
Dmrtl ont par ailleurs été décrites dans
deux especes de poisson (Oryzias latipes
et Oryzias curvinotus), ol sa copie sur
le chromosome Y devient le déterminant
testiculaire (dmrtlby ou dmy) [3], et,
chez un amphibien (Xenopus laevis), un
mutant dominant négatif, localisé sur
le chromosome W (DM-W), devient le
déterminant ovarien de cette espéce [4].
Dmrtl est également le géne cible des
mécanismes épigénétiques déclenchés
par la température d’incubation des ceufs,
qui est a I'origine de la détermination
du sexe chez la tortue Trachemys scripta
elegans [5].

Chez les mammifeéres, ou le déterminant
testiculaire est le géne Sry (sex-deter-

1 Les chromosomes sexuels des oiseaux sont appelés Z et W.
Le caryotype est ZW chez la femelle et ZZ chez le mdle.
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mining region of the Y chromosome), le
role de Dmrtl restait difficile a évaluer
du fait de résultats contradictoires selon
I’espece considérée. En effet, Iablation
de Dmrtl chez la souris entrafne une
infertilité et un dysfonctionnement de la
spermatogénése chez le mdle [1], alors
que dans I’espece humaine, plusieurs
mutations de DMRTI ont été associées a
des inversions de sexe chez des femmes
de caryotype 46, XY [6]. Dans notre
espéce, DMRTI aurait donc conservé un
role dans la détermination testiculaire.

Dmrtl, le gene responsable

de la différenciation testiculaire

chez les chévres XX males

Les résultats de nos travaux sur la muta-
tion « sans cornes » chez la chévre ont
montré que la perte de fonction du géne
pro-ovarien Fox/2 (Forkhead family
box L2) conduit a une différenciation
des crétes génitales en testicules chez
les animaux XX, malgré "absence du
gene Sry [7, 8]. Dans les gonades XX
encore indifférenciées de ces chevres,
I’inactivation de Fox[2 induit: 1) une
surexpression du géne Dmrtl, suivie par
I’activation du gene pro-testiculaire
Sox9 (SRY-box transcription factor 9),
conduisant & la différenciation en tes-
ticules, et 2) une «inversion » de la
stéroidogenése feetale, caractérisée par
le remplacement de la production d’ces-
trogenes par celle d’androgenes de type
male [9]. Afin d’élucider les rdles res-
pectifs de ces deux conséquences de
I’inactivation de Fox/2 dans la différen-
ciation gonadique anormale des chevres
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males XX, nous avons réalisé chez le
lapin (un lagomorphe que nous avons
choisi comme modele de mammifeére
non rongeur) : d’une part, I'invalida-
tion du gene Cypl9al codant I’enzyme
P450 aromatase a I'origine de la pro-
duction d’cestrogenes, et d’autre part,
I’invalidation du gene Dmrtl. U'absence
d’cestrogenes ovariens feetaux chez les
lapins mutants privés de I'aromatase
diminue considérablement la formation
des nids ovigéres, puis le nombre de
follicules primordiaux (réserve d’ovo-
cytes), et conduit & une infertilité des
femelles. Néanmoins, ces stéroides ne
semblent pas impliqués dans le proces-
sus d’inversion sexuelle de type mdle
XX [10]. Inversement, I’invalidation du
geéne Dmrtl a révélé son rdle primordial
dans la différenciation testiculaire chez
le lapin [11].

Dmrtl est exprimé dans les gonades
des deux sexes et dans différents types
cellulaires

Nous avons d’abord caractérisé les
étapes précoces de la différenciation
gonadique normale chez le lapin, notam-
ment I'expression des principaux genes
impliqués, dont Dmrtl (Figure 1) [11].
€tonnamment, I’expression de Dmrtl
débute des les premiers stades de la
formation des crétes génitales, a 12 jours
post-coitum (jpc), dans les deux sexes.
Chez les males, elle suit de quelques
heures (24 heures au maximum) celle du
gene Sry. Cette expression précoce de
Dmrtl concerne uniquement les cellules
somatiques des gonades dans les deux
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Figure 1. Inmunodétection de DMRTI et schéma de ses différents réles au cours de la différenciation gonadique chez le lapin. L’expression de Dmrtl

débute dans les cellules somatiques des futures gonades (crétes génitales, entourées par un trait pointillé noir) des lapins des deux sexes des

12 jours de développement embryonnaire (jours post coitum, jpc). Chez le mdle, cette expression, associée & celle de Sry, déclenche celle de Sox9,

un gene crucial pour la différenciation testiculaire. A partir de 20 jpc, Dmrt] commence aussi a étre exprimé dans les cellules germinales (tétes de

fleche). Alors que chez le mdle, I’expression dans les cellules de Sertoli du testicule persiste toute la vie, chez la femelle, les cellules somatiques

de I'ovaire vont progressivement « éteindre » Dmrtl, qui ne restera exprimé que dans les cellules germinales jusqu’au début de la formation des

follicules. Cette expression de Dmrt! dans les cellules germinales des lapines est nécessaire au bon déroulement du processus méiotique apres la

naissance et a la fertilité.

sexes. Elle va progressivement concer-
ner de plus en plus de cellules, jusqu’a
ce que toutes les cellules somatiques
expriment ce géne a 15 jpc (Figure 1).
Sox9, quant a lui, n’est exprimé qu’a
partir de 14 jpc, chez le lapin mdle, dans
les cellules somatiques médullaires du
futur testicule qui co-expriment Dmrtl
et Sry. Ensuite, vers 20 jpc, I'expression
de Dmrtl débutera dans les cellules
germinales des deux sexes (Figure 2A)
et s’éteindra dans les cellules soma-
tiques des futurs ovaires. Dmrtl restera
exprimé dans les cellules de Sertoli® et
les spermatogonies des testicules pen-
dant toute la vie des lapins mdles, tan-

% Cellules situées dans I’épithélium des tubes séminiféres du
testicule. Elles ont une sécrétion endocrine (hormone anti-
miillérienne, inhibine) et un réle nourricier, de soutien et de
maturation des cellules de la spermatogenése.
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dis que chez les femelles, son expression
dans les cellules germinales des ovaires
s’éteindra completement lors de la pro-
phase | de la méiose, qui a lieu entre 3 et
15 jours aprés la naissance chez la lapine
(Figure 1).

Dmrtl, un géne de détermination

du testicule chez le lapin
Conformément a notre hypotheése, I’in-
validation du gene Dmrtl chez le lapin
entraine une inversion du sexe des indi-
vidus XY, chez lesquels se développent
des ovaires ainsi que des voies génitales
de type femelle. En I’absence de DMRTI,
aucune cellule de Sertoli ne se diffé-
rencie dans la créte génitale des feetus
XY, et les marqueurs spécifiques de ces
cellules, tels que I’hormone anti-Miil-
lerienne ou la protéine de signalisation

desert hedgehog, ne sont jamais détectés
dans leurs gonades (Figure 2B). Les génes
codant ces deux protéines sont des cibles
directes du facteur de transcription SOX9,
dont Iexpression dans ces gonades XY
dépourvues de DMRTI est a peine supé-
rieure a celle, tres faible, dans les ovaires
normaux (cette légére différence pou-
vant s’expliquer par 'action du facteur
SRY). Ces résultats indiquent que chez
le lapin, I’expression physiologique de
Sox9 requise pour la différenciation des
cellules de Sertoli nécessite la présence
de DMRTL, qui se lie vraisemblablement
a des sites de fixation présents dans
la région régulatrice du gene Sox9 chez
tous les mammiféeres, sauf les rongeurs
[12]. Cette différence avec les rongeurs
concorde avec le fait que DMRTI est éga-
lement capable d’induire I’expression de
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Figure 2. Perturbation de la différenciation testiculaire et de la méiose des cellules germinales femelles en ’absence de DMRTI. A. Co-immuno-

marquage de POUSF1 (POU domain, class 5, transcription factor 1 ; en brun) et de DMRTL ou de I’hormone anti-miillérienne (AMH) (en rose) dans

des testicules de lapin a 20 jours de développement embryonnaire (jours post coitum, jpc). B. Expression du géne codant I’AMH par RT-gPCR dans

des gonades de lapin de différents génotypes a 20 jpc. expression de Dmrtl dans les cellules de Sertoli active I’expression de Sox9, qui induit a

son tour Iexpression de ses genes cibles, dont celui codant I’AMH. Dans les gonades dépourvues de DMRTI, I’expression du géne de I’AMH n’est pas

déclenchée. C. Histologie des gonades de lapins de différents génotypes 18 jours apres la naissance (jours post-partum, jop). Les cellules germi-

nales des gonades dépourvues de DMRTL n’entrent pas en méiose, et restent regroupées en nids ovigeres.

Sox9 et la différenciation testiculaire
chez les chevres XX sans cornes, qui sont
dépourvues du géne Sry [9].

Dmrtl, un géne clé de la fertilité
femelle chez la lapine

€n plus de I'inversion du sexe chez les indi-
vidus XY, P'invalidation du géne Dmrtl chez
le lapin a également révélé le role clé de
DMRTI dans la différenciation ovarienne,
et plus spécifiquement, dans I'entrée en
méiose des cellules germinales femelles
aprés la naissance [11]. €n effet, les cel-
lules germinales ovariennes des individus
Dmrtl™’~ XX ou XY nentrent pas en méiose ;
elles restent groupées au sein des nids
ovigeres, et la formation des follicules
ovariens qui suit la rupture des nids ne se
produit pas (Figure 2C). Chez ces individus
Dmrtl”~, des cellules germinales sont
encore visibles 18 jours aprés la nais-
sance (Figure 2C), mais elles disparaissent

m/sn® 3, vol. 40, mars 2024

ensuite et sont totalement absentes au
moment de la puberté, a partir de 5 mois,
ce qui rend ces animaux totalement infer-
tiles. Les cibles du facteur DMRTI et son
role exact dans le processus de méiose
chez la femelle restent a préciser. Ce rdle
semble conservé au moins chez les oiseaux
car un phénotype similaire de blocage pré-
méiotique a été décrit chez les poules ZW
dépourvues de DMRTI [2].

Conclusion

Linvalidation du géne Dmrtl chez le lapin,
en tant que modeéle de mammifére non
rongeur, a permis de mettre en lumiere dif-
férentes fonctions de ce géne auparavant
mal connues, car non conservées dans les
espéces murines (et vraisemblablement
chez les autres rongeurs). €n plus de son
role de déterminant testiculaire en tant
qu’activateur majeur du géne Sox9, DMRTL
est également, chez le lapin, un facteur

clé de la différenciation ovarienne et de la
fertilité dans les deux sexes (Figure 1). Par
ailleurs, le dosage génique de Dmrtl, cri-
tique pour la détermination du sexe gona-
dique chez les oiseaux, joue également un
role important chez le lapin puisque les
males hétérozygotes pour la mutation de
Dmrtl, qui sont en situation d’haploinsuf-
fisance pour ce geéne, ont une infertilité
secondaire par arrét de la spermatogénese
vers "age de deux ans. Ces différentes
anomalies phénotypiques constatées chez
le lapin laissent supposer que des muta-
tions de DMRTI pourraient étre a I’ori-
gine de certaines maladies humaines de
la reproduction, telles que I'insuffisance
ovarienne et 'azoospermie, en plus d’étre
impliquées dans 'inversion du sexe chez
certaines femmes de caryotype 46, XY. ¢
Dmrtl is a major gene for testicular
determination and for male

and female fertility in rabbits
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