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Jc suis ma propre muse...

[rida K ahlo

Four Ulgsse et Jérome,

Voici ce qui m’a occuPée Pcnc!ant tant d’années...
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DEROULEMENT DE CARRIERE
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Mon histoire avec le monde de la recherche commence par une rupture. Celle d’'une jeune étudiante avec le
monde universitaire, qui au milieu de sa Maitrise de Biologie Cellulaire et Physiologie, s’interroge sur son
devenir et décide d’aller faire un tour ailleurs...

Pour voir...

C’est ainsi que poursuivant mes études de Maitrise a mi-temps, j’ai travaillé, a plein temps, comme aide-
éducatrice dans une école maternelle de la banlieue nord de Paris. La richesse incroyable que m’a apportée
cette aventure ne sera pas détaillée, mais ce fut une expérience formidable.

Formidable, certes, mais qui m’a aussi convaincue de retourner sur les bancs de la fac pour compléter et
poursuivre ma Maitrise...

Javais pu réaliser quelgues mini stages découvertes dans des laboratoires de recherche, a la station maritime
de Villefranche sur mer (développement de I'oursin) ou a I’'ENS Montrouge (caractérisation du promoteur de
I’Amh de rat) ; mais pour augmenter mes chances de décrocher un DEA, malgré une Maitrise en 2 ans, j'ai
réalisé, lors de ma deuxiéme année, un stage de 9 mois dans le laboratoire d’embryologie de I'h6pital Saint-
Antoine de Paris. Dans I'équipe du Pr. Charles Roux, j'ai commencé a m’intéresser aux anomalies de la
différenciation sexuelle en travaillant sur un modéle animal du syndrome SLO causé par une mutation de la
derniere enzyme de la voie de synthese du cholestérol (Smith Lemli Optiz).

Et puis, est arrivé ce jour, ol inscrite a I'option « Physiologie de la Reproduction », j’assiste pour la premiere
fois a un cours donné par Solange Magre. Je découvre I'histoire rocambolesque de SRY, Alfred Jost et ses
folles expériences, WNT4 et I'espoir d’avoir enfin trouvé un déterminant ovarien...

Comment dire... Je tombe en amour...
Voila... C’'est ¢A que je veux faire.

Je demande un rendez-vous a Solange. Ma motivation la persuade de prendre encore une étudiante
supplémentaire (« ...mais vous me prenez par les sentiments... »).

Je suis ensuite acceptée au DEA de Physiologie de la Reproduction de Paris VIl et passe 10 mois de stage dans
le groupe de Solange. Je fais des cultures de gonades foetales de rat en sandwich comme Blanche Capel,
masculinise des ovaires avec du sérum de veau foetal, étudie la matrice extracellulaire et les jonctions
cellulaires... Et je rencontre Bernard Vigier.

Bernard travaille alors a I'INRA de Jouy-en-Josas, chez Corinne Cotinot. Ne pouvant rester en thése chez
Solange qui avait déja deux doctorantes, je vais jusqu’a Jouy-en-Josas (mais bon sang, c’est loin !) et passe
un entretien avec Corinne Cotinot et Eric Pailhoux. Je défends mon sujet de thése a I’école doctorale,
décroche une bourse... et 'aventure continue.

C’est un peu plus de 20 ans de cette aventure qui est relatée dans ce manuscrit.

Il peut paraitre étonnant que je I'écrive a quelques mois de prendre une disponibilité. Mais il me semble
important de retracer cette histoire, parce qu’elle est chouette, mais aussi pour remercier et rendre
hommage a tous ceux qui y ont pris part et qui I'ont rendue si chatoyante.

Avant d’aller faire un tour ailleurs...

Pour voir...
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Université Paris Saclay — ED BioSigne

Financement MRT (3ans), puis FRM (8 mois)

5 Publications associées : n°1.5,1.8,1.9, 1.11 et n°3.3

5 Communications orales associées : n°6.16, 6.17, 6.19, 6.21, 6.26

7 Communications affichées associées : n°7.17, 7.18, 7.21, 7.22,7.23,7.25, 7.26

Fatemeh Montazer-Torbati (1°" mars 2007 - 7 décembre 2010)

Etude de ’expression de la protéine SRY au cours du développement testiculaire chez le bouc
Co-encadrement a partir de Juillet 2008.

Université de Versailles Saint Quentin — ED des génomes aux organismes

Financement IRAN/INRA

3 Publications associées : n° 1.8, 1.16, 1.17

3 Communications orales associées : n° 6.29, 6.32, 6.34

5 Communications affichées associées : n° 7.29, 7.32, 7.33, 7.34, 7.35

Encadrement de Masters et Licences

IMASTER 2
Iris Barka. Septembre 2021 a Juin 2022. M2 ReproDev. Université Paris VII
Spermatogenése et fertilité chez le lapin : r6le de DMRT1 et de I'acide rétinoique

Audrey Albina. Septembre 2019 a Juin 2020. M2 ReproDev. Université Paris VII
(Estrogénes et fertilité chez les males : Spermatogenése et épigénome des cellules germinales chez les lapins
CYP19 KO

Clara Gobé. Septembre 2013 a Juin 2014. M2 ReproDev. Université Paris VII
Analyse du phénotype gonadique de souris invalidées pour DmxI2
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Emeline Lebourdais. Septembre 2011 a Juin 2012. M2 ReproDev. Université Paris VII
Etude de I'expression de genes du chromosome Y durant le développement gonadique chez le bouc

Maeéva Elzaiat. Septembre 2010 a Juin 2011. M2 ReproDev. Université Paris VII
Identification et caractérisation des cibles de FOXL2 dans I'ovaire précoce de chévre

Stéphanie Roy. Février a Juin 2009 - Université de Versailles Saint Quentin
Effets des estrogenes sur la différenciation ovarienne précoce chez la chevre

Claire Marchand. Février a Juin 2007- Université de Montpellier II
Etude de la régulation de I'empreinte parentale au niveau des loci Kcngl et Igf2/H19 dans le cas
d’hépatocarcinomes induits, chez la souris.

MASTER 1

Julie Fuminier. Avril 2021 —Juin 2021. Université Frangois Rabelais
Analyse de I'expression spatio-temporelle de I’ARN hélicase DHX37 au cours de la détermination du sexe et
de la différenciation gonadique chez le lapin

Clara Gobé. Avril 2013 - Juillet 2013. Université Francgois Rabelais
Analyse du phénotype gonadique de souris invalidées pour Dmx/2

LICENCE 3

Léa Chicoisne. Avril 2015 - Juin 2015. Université Orsay/Paris Sud
Analyse du phénotype ovarien de souris invalidées pour Adamts19

Activités d’accompagnement de la formation doctorale

Jury de thése — Examinatrice :

Vincent Pacini, Université Paris Diderot, IMR 8251, Paris : 30 mars 2021

Morgane Le Rolle, Institut Valrose, UMR-INSERM U1091-CNRS 7277, Nice : 29 Novembre 2019
Charlotte Frangois, Université Paris Diderot, IMR 8251, Paris : 12 mai 2016

Jury de thése — Co-Directrice de thése

Clara Gobé : 3 décembre 2018

Maéva Elzaiat : 16 octobre 2015

Fatemeh Montazer-Torbati : 7 décembre 2010

Comité de Thése — Tutrice
Audrey Lesage-Padilla, UMR1198 BDR INRA Jouy-en-Josas : 2 juillet 2015 -

Activités d’enseignement

Depuis 2013. Magistére Européen de Génétique (Master 1), Université Paris Diderot (Paris VII)
2002-2004. Travaux dirigés en Licence de Biologie Cellulaire et Physiologie, Université Versailles St Quentin
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TRAVAUX ET PUBLICATIONS
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Liste de Publications — Maélle Pannetier

Publications en ler auteur
Publications en dernier auteur

‘ Communications réalisées avec les étudiants co-encadrés

*Contribution égale.

Articles scientifiques originaux

1.1 Jolivet G, Daniel-Carlier N, Harscoét E, Airaud E, Dewaele A, Pierson C, Giton F, Boulanger L, Daniel N,
Mandon-Pépin B, Pannetier M, Pailhoux E (2022). Fetal estrogens are not involved in sex determination
but critical for early ovarian differentiation. Endocrinology. 2022 Jan 1;163(1):bgab210. DOI:
10.1210/endocr/bgab210.

1.2 Eozenou C, Lesage-Padilla A, Mauffré V, Healey GD, Camous S, Bolifraud P, Giraud-Delville C, Vaiman D,
Shimizu T, Miyamoto A, Sheldon IM, Constant F, Pannetier M, Sandra O (2020). FOXL2 is a Progesterone
Target Gene in the Endometrium of Ruminants. Int J Mol Sci. 2020 Feb 21;21(4):1478. DOI:
10.3390/ijms21041478.

1.3 Nicol B, Grimm SA, Chalmel F, Lecluze E, Pannetier M, Pailhoux E, Dupin-De-Beyssat E, Guiguen Y, Capel
B, Yao HH (2019). RUNX1 maintains the identity of the fetal ovary through an interplay with FOXL2. Nat
Commun. 2019 Nov 11;10(1):5116. DOI: 10.1038/s41467-019-13060-1.

1.4 Herpin A, Schmidt C, Kneitz S, Gobé C, Regensburger M, Le Cam A, Montfort J, Adolfi MC, Lillesaar C,
Wilhelm D, Kraeussling M, Mourot B, Porcon B, Pannetier M, Pailhoux E, Ettwiller L, Dolle D, Guiguen Y,
Schartl M (2019). A novel evolutionary conserved mechanism of RNA stability regulates synexpression of
primordial germ cell-specific genes prior to the sex-determination stage in medaka. PLoS Biol. 2019 Apr
4;17(4):e3000185. DOI: 10.1371/journal.pbio.3000185.

1.5 Gobé C, El Zaiat M, Meunier N, André M, Sellem E, Congar P, Jouneau L, Allais-Bonnet A, Naciri |, Passet
B, Pailhoux E, Pannetier M (2019). Dual role of DMXL2 in olfactory information transmission and the first
wave of spermatogenesis. PLoS Genet. 2019 Feb 8;15(2):e1007909. DOI:
10.1371/journal.pgen.1007909.

1.6 Bertho S, Herpin A, Branthonne A, Jouanno E, Yano A, Nicol B, Muller T, Pannetier M, Pailhoux E, Miwa
M, Yoshizaki G, Schartl M, Guiguen Y (2018). The unusual rainbow trout sex determination gene hijacked
the canonical vertebrate gonadal differentiation pathway. Proc Natl Acad Sci U S A. 2018 Dec
11;115(50):12781-12786. DOI: 10.1073/pnas.1803826115.

1.7 David SA, Piégu B, Hennequet-Antier C, Pannetier M, Aguirre-Lavin T, Crochet S, Bordeau T, Couroussé
N, Brionne A, Bigot Y, Collin A, Coustham V (2017). An assessment of fixed and native chromatin
preparation methods to study histone post-translational modifications at a whole genome scale in
skeletal muscle tissue. Biol Proced Online. 2017 Aug 29;19:10. DOI: 10.1186/s12575-017-0059-0.

1.8 Allais-Bonnet A, Castille J, Pannetier M, Passet B, El Zaiat M, André M, Montazer-Torbati F, Moazami-
Goudarzi K, Vilotte JL, Pailhoux E (2016). A specific role for PRND in goat foetal Leydig cells is suggested
by prion family gene expression during gonad development in goats and mice. FEBS Open Bio. 2016 Jan
14;6(1):4-15. DOI: 10.1002/2211-5463.12002.

1.9 El Zaiat M, Jouneau L, Thépot D, Klopp C, Allais-Bonnet A, Cabau C, André M, Chaffaux S, Cribiu EP,
Pailhoux E, Pannetier M (2014). High-throughput sequencing analyses of XX genital ridges lacking FOXL2
reveal DMRT1 up-regulation before SOX9 expression during the sex-reversal process in goats. Biol
Reprod. 2014 Dec;91(6):153. DOI: 10.1095/biolreprod.114.122796.
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1.10 Nguyen M, Boutinaud M, Pétridou B, Gabory A, Pannetier M, Chat S, Bouet S, Jouneau L, Jaffrezic F,
Laloé D, Klopp C, Brun N, Kress C, Jammes H, Charlier M, Devinoy E (2014). DNA Methylation and
Transcription in a Distal Region Upstream from the Bovine AlphaS1 Casein Gene after Once or Twice Daily
Milking. PLoS One. 2014; 9(11):e111556. DOI: 10.1371/journal.pone.0111556.

1.11  Boulanger L*, Pannetier M*, Gall L, Allais-Bonnet A, El Zaiat M, LeBourhis D, Daniel N, Richard C,
Cotinot C, Ghyselinck NB, Pailhoux E (2014). FOXL2 is a female sex-determining gene in the goat. Curr
Biol. 2014 ; 24(4):404-8. DOI: 10.1016/j.cub.2013.12.039.

1.12  Allais-Bonnet A, Grohs C, Medugorac |, Krebs S, Djari A, Graf A, Fritz S, Seichter D, Baur A, Russ |,
Bouet S, Rothammer S, Wahlberg P, Esquerré D, Hoze C, Boussaha M, Weiss B, Thépot D, Fouilloux MN,
Rossignol MN, van Marle-Koster E, Hreidarsdottir GE, Barbey S, Dozias D, Cobo E, Reversé P, Catros O,
Marchand JL, Soulas P, Roy P, Marquant-Leguienne B, Le Bourhis D, Clément L, Salas-Cortes L, Venot E,
Pannetier M, Phocas F, Klopp C, Rocha D, Fouchet M, Journaux L, Bernard-Capel C, Ponsart C, Eggen A,
Blum H, Gallard Y, Boichard D, Pailhoux E, Capitan A (2013). Novel insights into the bovine polled
phenotype and horn ontogenesis in Bovidae. PLoS One. 2013;8(5) DOI: 10.1371/journal.pone.0063512.

1.13  Capitan A, Allais-Bonnet A, Pinton A, Marquant-Le Guienne B, Le Bourhis D, Grohs C, Bouet S, Clément
L, Salas-Cortes L, Venot E, Chaffaux S, Weiss B, Delpeuch A, Noé G, Rossignol MN, Barbey S, Dozias D,
Cobo E, Barasc H, Auguste A, Pannetier M, Deloche MC, Lhuilier E, Bouchez O, Esquerré D, Salin G, Klopp
C, Donnadieu C, Chantry-Darmon C, Hayes H, Gallard Y, Ponsart C, Boichard D, Pailhoux E (2012). A 3.7
Mb deletion encompassing ZEB2 causes a novel polled and multisystemic syndrome in the progeny of a
somatic mosaic bull. PLoS One. 2012;7(11). DOI: 10.1371/journal.pone.0049084.

1.14  Eozenou C, Vitorino Carvalho A, Forde N, Giraud-Delville C, Gall L, Lonergan P, Auguste A, Charpigny
G, Richard C, Pannetier M, Sandra O (2012). FOXL2 Is Regulated During the Bovine Estrous Cycle and Its
Expression in the Endometrium Is Independent of Conceptus-Derived Interferon Tau. Biol Reprod. 2012
Aug 9;87(2):32. DOI: 10.1095/biolreprod.112.101584.

1.15 Auguste A, Chassot AA, Grégoire EP, Renault L, Pannetier M, Treier M, Pailhoux E, Chaboissier MC
(2011). Loss of R-spondinl and FoxI2 amplifies female-to-male sex reversal in XX mice. Sex Dev.
2011;5(6):304-17. DOI: 10.1159/000334517.

1.16 Montazer-Torbati F, Kocer A, Auguste A, Renault L, Charpigny G, Pailhoux E, Pannetier M (2010). A
study of goat SRY protein expression suggests putative new roles for this gene in the developing testis of
a species with long-lasting SRY expression. Dev Dyn. 2010 Dec;239(12):3324-35. DOI:
10.1002/dvdy.22452.

1.17  Buscara L, Montazer-Torbati F, Chadi S, Auguste A, Laubier J, Chassot AA,Renault L, Passet B, Costa
J, Pannetier M, Vilotte M, Chaboissier MC, Vilotte JL, Pailhoux E, Le Provost F (2009). Goat RSPO1 over-
expression rescues sex-reversal in Rspol-knockout XX mice but does not perturb testis differentiation in
XY or sex-reversed XX mice. Transgenic Res. 2009 Aug;18(4):649-54. DOI: 10.1007/s11248-009-9247-2.

1.18 Boulanger L, Kocer A, Daniel N, Pannetier M, Chesne P, Heyman Y, Renault L, Mandon-Pepin B,
Chavatte-Palmer P, Vignon X, Vilotte JL, Cotinot C, Renard JP, Pailhoux E (2008). Attempt to rescue sex-
reversal by transgenic expression of the PISRT1 gene in XX PIS-/- goats. Sex Dev. 2008;2(3):142-51. DOI:
10.1159/000143432.

1.19 Pannetier M, Julien E, Schotta G, Tardat M, Sardet C, Jenuwein T, R. Feil (2008). Pr-Set7 and Suv4-
20h1/h2 regulate H4 lysine-20 methylation at Imprinting Control Regions. EMBO Rep. 2008
Oct;9(10):998-1005. DOI: 10.1038/embor.2008.147.

1.20 Kocer A, Pinheiro |, Pannetier M, Renault L, Parma P, Radi O, Kim K-A, Camerino G, Pailhoux E (2008).
R-spondinl and FOXL2 act into two distinct cellular types during goat ovarian differentiation. BMC Dev
Biol. 2008 Apr 2;8:36. DOI: 10.1186/1471-213X-8-36.
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1.21 Pannetier M, Tilly G, Kocer A, Hudrisier M, Renault L, Chesnais N, Costa J, Leprovost F, Vaiman D,
Vilotte JL, Pailhoux E (2006). Goat SRY induces testis development in XX transgenic mice. FEBS Lett. 2006
Jun 26;580(15):3715-20. DOI: 10.1016/j.febslet.2006.05.060.

1.22  Pannetier M, Fabre S, Batista F, Kocer A, Renault L, Jolivet G, Mandon-Pepin B, Cotinot C, Veitia R,
Pailhoux E (2006). FOXL2 actives P450 aromatase gene transcription in vitro: toward a better
characterization of the early steps of mammalian ovarian development. J Mol Endocrinol. 2006
Jun;36(3):399-413. DOI: 10.1677/jme.1.01947.

1.23  Pannetier M, Renault L, Jolivet G, Cotinot C, Pailhoux E (2005). Ovarian-specific expression of a new
gene regulated by the goat PIS region and transcribed by FOXL2 bi-directional promoter. Genomics. 2005
Jun;85(6):715-26. DOI: 10.1016/j.ygeno.2005.02.011.

1.24  Cocquet J, Pannetier M, Fellous M, Veitia RA (2005). Sense and antisense FoxI2 transcripts in mouse.
Genomics. 2005 May;85(5):531-41. DOI: 10.1016/j.ygeno.2005.01.007.

1.25 Govoroun M*, Pannetier M*, Pailhoux E, Cocquet J, Brillard JP, Couty I, Batellier F, Cotinot C (2004).
Isolation of chicken homolog of FOXL2 gene and comparison of its expression patterns with those of
aromatase during ovarian development. Dev Dyn. 2004 Dec;231(4):859-70. DOI: 10.1002/dvdy.20189.

1.26  Cocquet J, De Baere E, Gareil M, Pannetier M, Xia X, Fellous M, Veitia RA (2003). Structure, evolution
and expression of the FOXL2 transcription unit. Cytogenet Genome Res. 2003;101(3-4):206-11. DOI:
10.1159/000074338.

1.27 Pannetier M, Servel N, Cocquet J, Besnard N, Cotinot C, Pailhoux E (2003). Expression studies of the
PIS-regulated genes suggest different mechanisms of sex determination within mammals. Cytogenet
Genome Res. 2003;101(3-4):199-205. DOI: 10.1159/000074337.

1.28 Cocquet J, Pailhoux E, Jaubert F, Servel N, Xia X, Pannetier M, De Baere E, Messiaen L, Cotinot C,
Fellous M, Veitia RA (2002). Evolution and expression of FOXL2. J Med Genet. 2002 Dec;39(12):916-21.
DOI: 10.1136/jmg.39.12.916.

Publication de protocoles

2.1 Wagschal A, Delaval K, Pannetier M, Arnaud P, Feil R (2007). PCR-Based Analysis of Immunoprecipitated
Chromatin. CSH Protoc. 2007 Jun 1;2007:pdb.prot4768. DOI: 10.1101/pdb.prot4768.

2.2 Wagschal A, Delaval K, Pannetier M, Arnaud P, Feil R (2007). Chromatin Immunoprecipitation (ChlP) on
Unfixed Chromatin from Cells and Tissues to Analyze Histone Modifications. CSH Protoc. 2007 Jun
1;2007:pdb.prot4767. DOI: 10.1101/pdb.prot4767.

Revues de synthese en anglais

3.1 Kiefer H, Sellem E, Bonnet-Garnier A, Pannetier M, Costes V, Schibler L, Jammes H (2021). The epigenome
of male germ cells and the programming of phenotypes in cattle. Animal Frontiers. 2021 ; Anim Front.
2021 Dec 17;11(6):28-38. DOI: 10.1093/af/vfab062.

3.2 Pannetier M, Chassot AA, Chaboissier MC, Pailhoux E (2016). Involvement of FOXL2 and RSPO1 in Ovarian
Determination, Development, and Maintenance in Mammals. Sex Dev. 2016;10(4):167-184. DOI:
10.1159/000448667.

3.3 Pannetier M, El Zaiat M, Thépot D, Pailhoux E (2012). Telling the story of XX sex reversal in the goat:
highlighting the sex-crossroad in domestic mammals. Sex Dev. 2012;6(1-3):33-45. DOI:
10.1159/000334056

3.4 Pannetier M, Feil R (2007). Epigenetic stability of embryonic stem cells and developmental potential.
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3.5

3.6

Trends Biotechnol. 2007 Dec;25(12):556-62. DOI: 10.1016/j.tibtech.2007.09.003.

Baron D, Batista F, Chaffaux S, Cocquet J, Cotinot C, Cribiu E, De Baere E, Guiguen Y, Jaubert F, Pailhoux
E, Pannetier M, Vaiman D, Vigier B, Veitia R, Fellous M (2005). FoxI2 gene and the development of the
ovary: a story about goat, mouse, fish and woman. Reprod Nutr Dev. 2005 May-Jun;45(3):377-82. DOI:
10.1051/rnd:2005028.

Pannetier M, Mandon-Pépin B, Copelli S, Fellous M (2004). Molecular aspects of female and male
gonadal development in mammals. Pediatr Endocrinol Rev. 2004 Mar;1(3):274-87 PMID: 16437021

Revues de Synthese en francais

4.1

4.2

4.3

Beaujean N, Boutinaud M, Devinoy E, Jammes H, Le Guillou S, Le Provost F, Leroux C, Mobuchon L,
Pannetier M, Sellem E, Kiefer H (2020). L'épigénétique et la construction du phénotype chez le bovin.
INRA  Productions Animales, 33(2), Septembre 2020. DOI: 10.20870/productions-
animales.2020.33.2.4477

Pannetier M, Pailhoux E (2011). La Différenciation du Sexe : Acquis et Perspectives. [Sex differentiation:
state of the art and future prospects]. Med Sci (Paris). 2011 Oct;27(10):859-65. DOI:
10.1051/medsci/20112710014.

Pannetier M, Pailhoux E. (2010). FOXL2, le gardien de I'identité ovarienne. [FOXL2, the gatekeeper of
ovarian identity]. Med Sci (Paris). 2010 May;26(5):470-3. DOI: 10.1051/medsci/2010265470.

Chapitres d'ouvrages

5.1. Pailhoux E, Pannetier M, Mandon-Pépin B (2014).La différenciation sexuelle des gonades et de I'appareil

génital. La reproduction animale et humaine, Editions Quae, 751 p., 2014, Synthéses (Quae), 978-2-
7592-2208-7
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Liste de Communications — Maélle Pannetier

Orateur/Présentateur

‘ Communications réalisées avec les étudiants co-encadrés

Communications Orales

6.1 Dujardin M, Mellouk N, André M, Mandon-Pépin B, Dewaele A, Canon E, Jolivet G, Pailhoux E, Pannetier
M. DMRT1 is a Sex-Determining Gene in Rabbits. 54th SSR Annual Meeting, Dec 2021, Saint-Louis, United
States.

6.2 Dujardin M, Mellouk N, André M, Mandon-Pépin B, Dewaele A, Canon E, Jolivet G, Pailhoux E, Pannetier
M. DMRT1 is Required For Sex Determination in Rabbits. First Virtual International Symposium on
Vertebrate Sex Determination, Oct 2021, kona, hawaii, United States.

6.3 André M, Mandon-Pepin B, Allais-Bonnet A, Jammes H, Bonnet-Garnier A, Gélin V, Sellem E, Pailhoux E,
Kiefer H, Pannetier M. Différenciation et reprogrammation épigénétique des cellules germinales males
dans le testicule foetal bovin. EPIPHASE, Jun 2021, Lyon, France

6.4 Canon E, Mellouk N, Dewaele A, Mandon-Pepin B, Jouneau L, Halstead M, Aubert-Frambourg A, Jolivet
G, Bonnet-Garnier A, Pailhoux E, Pannetier M. Dynamique de I'épigénome des cellules germinales
femelles lors de l'initiation de la méiose dans I'ovaire foetal de lapin : Analyse des modifications post-
traductionnelles des histones par CUT&RUN. EPIPHASE, Jun 2021, Lyon, France.

6.5 Mellouk N, Mandon-Pepin B, Dewaele A, Jouneau L, Dujardin E, Aubert-Frambourg A, Jolivet G, Pailhoux
E, Pannetier M. Caractérisation des trajectoires de différenciation des cellules germinales au cours de la
différenciation de I'ovaire fcetal chez le lapin. EPIPHASE, Jun 2021, Lyon, France.

6.6 Halstead M, Laffont L, Aubert-Frambourg A, Jouneau L, Canon E, Pannetier M, Bonnet-Garnier A.
Contributions maternelles et zygotiques a la reprogrammation des enhancers chez les embryons bovins
pré-implantoires. EPIPHASE, Jun 2021, Lyon, France.

6.7 Bertho S, Herpin A, Branthonne A, Jouanno E, Yano A, Nicol B, Muller T, Pannetier M, PailhouxE, Miwa
M, Yoshizaki G, Schartl M, Guiguen Y. Sdy, the unusual rainbow trout sex determination gene, hijacked
the canonicalvertebrate gonadal differentiation pathway. In4. International Conference on Integrative
SalmonidBiology, ICISB 2019, Edimbourg, United Kingdom, November 2019a. BBSRC Roslin Institute,
GBR.

6.8 Herpin A, Schmidt C, Kneitz S, Gobé C, Regensburger M, Le Cam A, Montfort J, Adolfi MC, Lillesaar C,
Kraeussling M, Mourot B, Porcon B, Pannetier M, Pailhoux E, Ettwiller L, Dolle D, Guiguen Y, Schartl M.
Transcriptional rewiring, post-transcriptional regulation and neo-functionalization: how the master sex-
determining gene of medaka was born. InWorkshop: Paradigmshift in sex chromosome evolution,
Abstracts of the workshop, page np, Berlin, Germany, September 2019. Leibniz Institute of Freshwater
Ecology and Inland Fisheries (1GB).

6.9 Pannetier M. Reprogrammation épigénétique des cellules germinales males chez les ruminants. 1%
demi-journée d’animation scientifique SAPS du Projet Phare 1: Elaboration précoce et Plasticité des
Phénotypes, April 2018. Jouy-en-josas, France.

6.10 Gobé C, Daniel-Carlier N, Jolivet G, André M, Pailhoux E, Pannetier M. In vitro studies of the long-
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. SYNTHESE DES TRAVAUX DE THESE

2001-2005

A. CONTEXTE SCIENTIFIQUE
Chez les mammiferes, la différenciation sexuelle se déroule en deux étapes : (i) la différenciation primaire
qui conduit a la formation de gonades males ou femelles a partir de crétes génitales indifférenciées (contrdle
génétique de la différenciation du sexe) et (ii) la différenciation secondaire, contrélée par les hormones
gonadiques, qui aboutit a la mise en place des organes génitaux internes et externes de type males ou

femelles (contréle hormonal de la différenciation du sexe) (figure 1).
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Figure 1. Représentation schématique simplifiée de la différenciation des gonades de mammiféres. Le sexe génétique oriente le
développement de la gonade bipotentielle vers un destin male (testicule) ou femelle (ovaire). Schématiquement, trois principaux
types cellulaires sont observés dans les gonades en différenciation : les cellules somatiques de soutien, les cellules somatiques
productrices de stéroides et les cellules germinales. Les cellules de soutien somatiques males et femelles ont une origine commune
et se différencient respectivement en cellules de Sertoli et cellules de la granulosa. Les cellules stéroidogenes se différencieront en
cellules de Leydig dans les testicules et en cellules thécales dans les ovaires. Les caractéristiques spécifiques aux testicules
comprennent la formation du vaisseau artériel ccelomique et des cordons séminiferes formés par les cellules de Sertoli qui entourent
les cellules germinales XY qui entrent en quiescence avant de réaliser leur méiose au cours du processus de spermatogenése a la
puberté. Les caractéristiques spécifiques aux ovaires sont, dans un ordre chronologique : (i) I'entrée en méiose des cellules
germinales XX, (ii) la formation de follicules ovariens (un ovocyte bloqué en prophase | entouré de cellules de la granulosa). En accord
avec le sexe gonadique le sexe phénotypique se met en place avec la différenciation du tractus génital : épididymes, canaux déférents,
vésicules séminales, prostate et pénis chez les males ; oviductes, utérus et vagin chez les femelles (figure issue de (Allais-Bonnet and
Pailhoux, 2014), adaptée de (DeFalco and Capel, 2009).
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Lors de leur formation les gonades XX ou XY sont bipotentielles et vont se différencier en ovaire ou en
testicule en fonction de la cascade génétique qui va étre activée. Chez les individus XY, le géne SRY (Sex-
determining Region of Y chromosome) porté par le chromosome Y constitue le déterminant testiculaire
(Sinclair et al., 1990). Ce gene code pour un facteur de transcription capable d’activer I'expression d’un gene
crucial pour l'initiation de la « cascade génétique male » le géne SOX9 (SRY-related HMG box gene 9) qui peut
a lui seul mimer I'action de SRY (Vidal et al., 2001). Bien que ce lien direct entre SRY et SOX9 n’était encore
gu’une hypothese au démarrage de ma these en 2001, il a été démontré depuis. Ainsi, chez la souris, SRY se
fixe au niveau d’une région régulatrice située a 565 kb du gene Sox9 nommé « enhancer 13 » (Gonen et al.,
2018). Dans un deuxiéme temps, un autre élément régulateur plus proche (a environ 10 kb, TES : Testis
specific Enhancer of Sox9) est aussi impliqué dans I'amplification de son expression (Gonen et al., 2017,

Sekido and Lovell-Badge, 2008) (figure 2).
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Figure 2. Régulation de I’expression de SOX9. L'initiation de I'expression de SOX9 est assurée par SRY (et SF1, Steroidogenic Factor
1) au niveau d’une région régulatrice distale, I’enhancer 13 (Enh13). Une fois la transcription, puis la traduction de SOX9 initiée, une
deuxiéme région régulatrice apparait cruciale pour obtenir un niveau optimal d’expression de SOX9 : I'élément TES (Testis specific
Enhancer of SOX9). SOX9 peut se fixer sur cet élément et régule ainsi sa propre expression.

La protéine SRY est néanmoins tres mal conservée, en particulier entre les rongeurs et les autres
mammiféres, et I'action de SRY pourrait étre plus complexe chez certaines espéeces. Plusieurs observations
laissent penser qu’en plus d’un rdle activateur, SRY pourrait jouer un réle répresseur, notamment sur les
génes femelles. Dés 1993, une hypothése de travail basée sur un modele de double répression avait été
proposée (McElreavey et al.,, 1993). Ce modeéle supposait I'existence de génes répresseurs de la
différenciation testiculaire (génes Z) chez les individus XX, qui seraient la cible de SRY chez les méles XY. Cette
hypothese reposait notamment sur la description d’anomalies du développement sexuel ol des individus
génétiquement femelles (XX) développent des testicules (inversions sexuelles males XX), sans translocation
du géne SRY, mais suite a une perte de fonction d’un/de gene(s) Z (mutations récessives). Ces anomalies
n’ont été observées que chez peu d’espéces (Homme, Chévre, Porc, Cheval, Chien) et ne sont pas retrouvées
chez les rongeurs (figure 3). Ainsi I’analyse de modeles "alternatifs" a la souris plus proche de ce qui pourrait
se produire chez I'humain est particulierement pertinente pour comprendre les mécanismes impliqués dans

la détermination du sexe chez les mammifeéres.
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Al'époque ol ont débutés mes travaux de these dans I'’équipe Détermination du Sexe et Différenciation des
Gonades (Direction C. Cotinot, UMR 1198 INRA/ENVA, BDR), la/les cible(s) moléculaire(s) de SRY, ainsi que
son mode d’action exact n’étaient toujours pas identifiés. Ainsi, il était important d'étudier les génes
impliqués dans ces pathologies d’inversion sexuelle, car ils constituaient des génes Z potentiels. Chez la
chevre, il existe une mutation naturelle appelée PIS pour Polled Intersex Syndrome qui associe une absence
de développement des cornes (« Polled » ou chévres « mottes ») a un phénotype d’inversion sexuelle méles

XX (Pailhoux et al., 2002) (figure 4).
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Figure 4. Syndrome PIS chez la chévre. A. Phénotype cranio-facial. Animaux cornus (PIS +/+) et sans cornes ou « mottes » (dés
I'hétérozygotie, PIS*). La mutation existe chez différentes races de chévres. Sont présentées les chévres de notre (ex)élevage, de
race Saanen (blanches) et Alpine (marrons). B. Phénotype gonadique foetal. Coloration hématoxyline/éosine de coupes de gonades
foetales de 55 jpc (jours post conception). A ce stade, dans I'ovaire XX, les cellules germinales débutent leur méiose. Les gonades XX
PIS’- se développent comme des testicules. On observe la formation de cordons séminiféres enfermant les cellules germinales en
arrét mitotique.

Début 2001, I'équipe de C. Cotinot a découvert la mutation impliquée (délétion de 11,7 Kb), ainsi que ses
effets sur I'expression de deux genes de la région, situés a 30 et 280 kb, et correspondant respectivement a
un ARN non codant long, PISRT1 (PIS-regulated transcript 1) et un facteur de transcription, FOXL2 (Forkhead
box gene, family L, number 2) (Pailhoux et al., 2001) (figure 5). Depuis, deux autres ARN non codants (ARNnc)
longs ont été identifiés dans ce locus (Pannetier et al., 2005, 2012) et la mutation a été trés récemment
recaractérisée, montrant une complexité plus importante (voir figure 7 page 36 pour la description) (résultats

du laboratoire non publiés ; (Simon et al., 2020; Zhang et al., 2020)).
28



280 kb Figure 5. Représentation

. 30kb | schématique du locus PIS et de la
= 1 /— ) mutation chez la chévre (Pailhoux et
PIS 7/ }
= al.,, 2001). Le locus/la mutation PIS
11.7 kb sont localisés sur le chromosome 1 de
Deleted in PIS syndrome chévre (1g43).

Quoiqu’il en soit, I'expression des genes du locus PIS est réprimée dans les gonades des animaux XX
homozygotes mutants (XX PIS7) ce qui conduit a I’activation de I’expression du géne SOX9, puis a celle de la
cascade génétique male. La question qui se posait lors de mon arrivée en thése était de comprendre quel
était le géne responsable de cette inversion sexuelle : FOXL2 ou le(s) ARNnc associé(s) ? Différents roles ou
modes d’action sont aujourd’hui décrits pour les ARNnc longs qui ont été classés en différentes catégories
(pour revue (Statello et al., 2021)). Dans le cas des ARNnc longs du locus PIS, il est hautement probable que
ces transcrits n’aient pas de fonction par eux-mémes (Boulanger et al., 2008) mais que cette activité
transcriptionnelle soit le signe de la présence d’éléments régulateurs (enhancers). Je reviendrai sur cet aspect
plus loin dans le manuscrit (thése de Clara Gobé). Nous savons aujourd’hui que c’est bien FOXL2 qui est
responsable du phénotype d’inversion sexuelle chez la chévre, mais plus de dix ans auront été nécessaires
pour en apporter la preuve et comprendre par quel moyen (Boulanger et al., 2014; Elzaiat et al., 2014) (these
de Maéva Elzaiat et these de Emilie Dujardin). A mon arrivée au laboratoire en septembre 2001, trés peu de
choses étaient encore connues sur ce géne, son expression et ses fonctions. Simultanément aux travaux de
I’équipe montrant I'implication de FOXL2 dans le Syndrome PIS, ce géne avait aussi été identifié chez I’humain
comme étant impliqué dans le syndrome BPES (Blepharophimosis Ptosis Epicanthus inversus Syndrome). Il
s’agit d’'un syndrome caractérisé par de nombreuses malformations palpébrales qui sont associées, dans le
cas d’un BPES de type |, a une insuffisance ovarienne prématurée chez la femme (mutations hétérozygotes
dans FOXL2 ou délétions/translocation de régions alentours) (Crisponi et al., 2001). Chez la souris, I'étude de
I’expression de Fox/2 par hybridation in situ avait montré qu’il était exprimé dans les paupiéres en cours de
formation, mais aussi dans I'ovaire au niveau des cellules de granulosa des follicules. D’apres ces données,
FOXL2 semblait donc jouer un rdle important pour le développement et/ou le maintien de la fonctionnalité
de I'ovaire. Lors de ma thése intitulée « Conservation, réle et régulation de FOXL2 un facteur clef de la
différenciation ovarienne impliqué dans le syndrome PIS (Polled Intersex Syndrome) chez la chévre », je me
suis attachée a décrire I'expression de FOXL2 dans I'ovaire de différentes espéce (poulet, chévre, souris) et a
démontrer I'un de ces roles dans le contréle de la production d’estrogénes. Par ailleurs, en étudiant la
régulation de son expression chez la chévre, j'ai mis en évidence un nouvel ARNnc long (PFOXic), dont la
conservation a été analysée chez la souris. Enfin FOXL2 constituant un potentiel géne Z tel que décrit plus
haut (figure 3), il pourrait étre une cible de SRY, au moins chez la chévre. Ainsi nous avons analysé la
conservation du role de la protéine SRY caprine dans un contexte murin, par la création de souris

transgéniques.
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B. PRINCIPAUX RESULTATS

1. Conservation de FOXL2 chez le poulet (Govoroun et al., 2004)
Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec une équipe de I'INRA de Nouzilly (Station de Recherche
Aviaire, SRA). J’ai pu caractériser la protéine FOXL2 de poulet et étudier son expression au cours du
développement de I'ovaire feetal ainsi que celle de I'enzyme P450 aromatase (enzyme responsable de la
production d’estrogénes, dont la fonction est déterminante pour la différenciation ovarienne chez le poulet).
L’étude de la localisation de ces deux protéines, couplée a une analyse transcriptomique de leur dynamique

d’expression nous ont permis d’établir une corrélation entre I'expression de FOXL2 et celle de I'aromatase.

2. Role de FOXL2 au cours du développement précoce de I'ovaire de chévre : Régulation de
I’expression de 'aromatase (Pannetier et al., 2006a).

Lors de la différenciation de I'ovaire et avant I'entrée en méiose des cellules germinales XX, une expression
de I'enzyme Aromatase et/ou une production d’cestrogénes ont été rapportées chez plusieurs espéces de
mammiféres non rongeurs (humains, ruminants, lapins) (George and Wilson, 1978; Mauleon et al., 1977,
Milewich et al., 1977). Al'époque de mes travaux de these, le role des estrogenes dans I'ovaire de mammifere
a ce stade était encore inconnu. Par contre, chez d’autres espéces de vertébrés comme le poulet (Vaillant et
al., 2001) ou certains poissons (Guiguen et al., 1999), il avait été démontré que les estrogénes jouaient un

role crucial dans la détermination du sexe femelle.

Chez la chévre, I'aromatase (codée par le géne CYP19A1) est exprimée trés tot dans la gonade XX et c’est par
ailleurs I'un des premiers génes dont I'expression est affectée dans les gonades mutantes XX PIS”,
consécutivement a I'absence d’expression de FOXL2 (Pailhoux et al., 2002). Forts de ces observations et des
études réalisées chez le poulet (Govoroun et al., 2004), nous avons donc postulé que FOXL2 pourrait étre un
régulateur de I'expression de I’Aromatase dans |'ovaire fcetal précoce, avant I'entrée en méiose des cellules
germinales. J'ai pu montrer I'existence d’une co-localisation des deux protéines dans des cellules somatiques
de I'ovaire, puis par des expériences in vitro, que FOXL2 pouvait activer le promoteur de I'aromatase. Des
expériences de ChIP sur des lignées de cellules de granulosa humaine (KGN) ont ensuite confirmé ce lien « in
vivo », ainsi que la conservation de cette fonction chez I’lhumain. J'ai pu par ailleurs, montrer I'existence de
plusieurs sous-populations de cellules de pré-granulosa dans I'ovaire foetal de chévre. En effet au moins deux
populations de cellules positives pour FOXL2 ont été observées : I'une exprimant I’'aromatase, |’autre non.
Ces résultats, surprenants a I'époque, sont tout a fait en accord avec les observations réalisées bien des
années plus tard chez la souris, grace notamment a I'avenement des techniques de transcriptomique single-
cell (Niu and Spradling, 2020). Le réle de cette synthése d’estrogénes dans I'ovaire feetal de mammifére
restait cependant en suspens et ce n’est que bien des années aprés que nous avons pu |I'appréhender chez

le lapin grace a I'utilisation de technologies d’édition du génome (Jolivet et al., 2022) (voir page 62).
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3. Régulation de I’expression de FOXL2 (Cocquet et al., 2003; Pannetier et al., 2003, 2005)
La mutation PIS bien que localisée a 300 kb du gene FOXL2 a un impact sur sa transcription. Une premiere
étape au cours de ma these a été de m’intéresser au promoteur de FOXL2. J'ai pu mettre en évidence que
celui-ci présentait une activité bidirectionnelle, contrélant la transcription de FOXL2 d’un c6té et celle d’'un
ARNnNc long de 'autre : PFOXic (Promoter FOX inverse complementary). La caractérisation puis I'étude de
I’expression de ce transcrit montre que PFOXic est toujours co-exprimé avec FOXL2. Bien que la séquence de
cet ARN ne soit pas conservé chez I’humain, nous avons pu mettre en évidence I'existence d’un transcrit dans
la méme région qui peut étre considéré comme son équivalent (annoté depuis FOXL2NB pour FOXL2
Neighbor dans le génome humain). Il semble donc que I'activité bidirectionnelle du promoteur FOXL2 soit
conservée entre la chévre et I'homme et nous avions postulé a I'’époque que cette activité pourrait étre
nécessaire au controle du niveau d’expression transcriptionnel de FOXL2 (mécanisme de « déversoir
transcriptionnel ») (Pannetier et al., 2005). Depuis mes travaux de thése, il a été montré que de nombreux
génes codants partageaient un promoteur bidirectionnel avec un ARNnc long. Il pourrait s’agir de créer
localement un réservoir d’ARN polymérase Il afin de limiter les variations stochastiques des niveaux

d’expression du géne codant et/ou de promouvoir une activation rapide de son expression (Wei et al., 2011).

Chez la souris, ce systéme n’apparait pas étre conservé. Néanmoins, en collaboration avec I'équipe de Reiner
Veitia (Institut Cochin, INSERM U567) nous avons pu montrer |'existence d’un transcrit non codant, antisens
au géne FoxI2, appelé FoxI2o0s (FoxI2 opposite strand). Cette activité transcriptionnelle antisens est toujours
associée a la transcription de Fox/2. Ce mécanisme pourrait étre impliqué dans la régulation/maintien de son

expression chez la souris (Cocquet et al., 2003).

La conservation et I'expression de I'’ARNnc long Pisrtl ont aussi été analysées dans I'espece murine.
Contrairement a ce qui a été observé chez la chévre ou I'expression de PISRT1 et de FOXL2 sont associées
dans 'ovaire, il apparait chez la souris que Pisrt1 n’est transcrit qu’a I’age adulte alors que FoxI/2 est exprimé
dés le stade foetal (Pannetier et al., 2003). Cette discordance avec le modéle caprin pourrait signifier que la

région distale n’est que peu impliquée dans la régulation de I'expression de Fox/2 dans I'ovaire de souris.

4. Conservation du role de la protéine SRY de chévre chez la souris (Pannetier et al., 2006b)
Bien que SRY soit le géne déterminant pour la différenciation testiculaire chez les mammiferes, sa séquence
et sa structure protéique sont tres mal conservées (figure 6A et B). En particulier la souris présente un
domaine supplémentaire riche en glutamine (Q-Rich domain ou CAG repeat domain) qui apparait nécessaire
a I'activité de la protéine (la délétion de ce domaine empéche I'effet masculinisant de mSRY (mouse SRY) sur

des foetus XX de souris) (Bowles et al., 1999).
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Figure 3. Conservation du gene et de la protéine SRY a travers les mammifeéres. A. Arbre phylogénétique montrant I’éloignement
de la souris par rapport aux autres. L’humain, la souris et la chévre sont entourés en rouge. B. Conservation de la protéine SRY. Les
pourcentages de conservations présentés ont été obtenus en comparant la protéine murine ou caprine a la protéine humaine qui
sert de référence. Seul le domaine HMG est relativement conservé. HMG box : High Mobility Group box, domaine de liaison a ’ADN.
Q-rich : domaine riche en Glutamine spécifique de la souris.

Ainsi, chez la souris, SRY pourrait agir par des mécanismes biochimiques particuliers a cette espéece. Pour
évaluer la conservation de la fonction de SRY malgré ces différences, nous avons surexprimé la protéine SRY
de cheévre (gSRY, goat SRY) chez la souris (souris transgéniques pour un BAC caprin contenant le géne SRY,
collaboration avec I'unité INRAE UR339) et nous avons pu montrer, que gSRY chez la souris induisait la
différenciation de testicules chez les foetus XX. Ainsi, méme en absence d’'un domaine CAG, gSRY peut activer
Sox9, comme la protéine mSRY endogene. Des résultats similaires, bien que jamais officiellement publiés,
avaient été obtenus lors de la surexpression de SRY humain chez la souris, corroborant nos conclusions
((Lovell-Badge et al., 2002), communication en congrés). Néanmoins, trés récemment, une équipe japonaise
a créé une lignée de souris transgénique chez laquelle la séquence de mSry endogéne a été remplacée par la
séquence du gene SRY humain (Tsuji-Hosokawa et al., 2022). Aucun effet masculinisant n’a été obtenu dans
ces conditions. Dans nos modeles transgéniques, le nombre de copie du transgéne est donc les niveaux
d’expression de gSRY ou hSRY pourrait « forcer » le systeme et compenser I'absence de domaine
transactivateur (glutamine rich). A I'aune de nos connaissances actuelles (cf theses de Fatemeh Montazer-
Torbati, page 38 ; Maéva Elzaiat, page 40 ; Emilie Dujardin, page 48), nous pouvons poser I’hypothése qu’au
cours de I'évolution, la protéine SRY de souris a acquis de nouvelles fonctionnalités par rapport a celles
d’autres mammiferes, lui permettant d’agir seule, indépendamment de facteur(s) exprimé(s) dans les
gonades en différenciation. Les autres protéines SRY dépourvues de ce domaine spécifique peuvent activer
la cascade génétique male grace a l'intervention d’un acteur supplémentaire dont la fonctionnalité dans la

détermination testiculaire aurait été perdue chez la souris (i.e. DMRT1).

CONCLUSION

Au cours de ma these je me suis intéressée a deux acteurs majeurs de la détermination du sexe et de la
différenciation gonadique : FOXL2 pour I'ovaire, SRY pour le testicule. L’envie de comprendre comment ces
facteurs de transcription régulent I’expression des genes, mais aussi d’appréhender la fagon dont leur propre
expression peut étre controlée, m’ont naturellement conduite a m’intéresser a la régulation de la structure

de la chromatine et aux marques épigénétiques associées. J’ai donc poursuivi mon activité de recherche par
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une expérience postdoctorale au sein d’'une équipe spécialisée dans I'étude des mécanismes épigénétiques
impliqués dans le contréle de I'empreinte parentale. Cette équipe a notamment développé une technique
d’analyse des marques d’histones a partir de chromatine native (Chromatin Immuno-Precipitation, ChlP), qui
permettait a I’époque de travailler a partir d’'une quantité modérée de matériel biologique (Umlauf et al.,

2004).
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Il. SYNTHESE DES TRAVAUX DE POST-DOCTORAT

2005-2007

A. CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET OBJECTIFS
L'empreinte parentale est un phénomeéne épigénétique qui conduit a I'expression monoallélique de certains
genes suivant leur origine parentale. Pour chaque locus controlé par ce mécanisme, I'élément de controle de
I’empreinte (Imprinting Control Region : ICR) est une courte région qui a la propriété d’acquérir une
méthylation de I'ADN, uniquement dans une des deux lignées germinales. En cellules somatiques, la
« lecture » de cette méthylation différentielle conduit a I'expression monoallélique du géne ou du groupe de
génes controlé par I'ICR correspondant (Delaval and Feil, 2004). Outre ces méthylations différentielles au
niveau de I'’ADN, des modifications épigénétiques au niveau des histones sont aussi associées aux ICR.
Certaines modifications sont préférentiellement associées a I’alleéle méthylé au niveau de ’ADN (H3K9me3,
H4K20me3), alors que d’autres sont plutét caractéristiques de I'allele non méthylé (H3K4me2, H3K9ac)
[Fournier et al., 2002]. L’équipe de Robert Feil (IGMM, CNRS/Montpellier Il UMR 5535) s’intéresse en
particulier a ce type de modifications épigénétiques, au niveau des ICR et a leur implication dans le maintien
de I'empreinte parentale (Umlauf et al., 2004). Lors de mon postdoctorat, mon objectif d’étude était de
comprendre les liens entre la méthylation de I’ADN et certaines modifications d’histones au niveau des
régions de contrdle de I'empreinte. Mon projet consistait donc a analyser I'état épigénétique des ICRs (i)
lorsque la méthylation de 'ADN est dérégulée (modele in vivo) ou (ii) lorsqu’une modification d’histone, en
particulier, est perturbée (modele in vitro). Le modele in vivo était basé sur I'induction de tumeur du foie
chez la souris. Le faible taux d’obtention de tumeurs ainsi que leur grande hétérogénéité en termes de
méthylation de ’ADN ne nous ont pas permis de conclure et cet aspect ne sera donc pas détaillé dans ce
manuscrit. Le modele in vitro m’a conduite a m’intéresser a une marque d’histone en particulier : H4K20me3.
Cette marque épigénétique est associée a la méthylation de I’ADN au niveau des régions d’hétérochromatine
constitutive (péricentrique et télomérique) et ses niveaux fluctuent en fonction des niveaux de méthylation
de 'ADN génomique (Benetti et al., 2007; Fraga et al., 2005; Pogribny et al., 2007; Schotta et al., 2004).
L’existence d’un lien entre la triméthylation de H3K9 et celle de H4K20 a par ailleurs été montré au niveau
des séquences péricentriques (Schotta et al., 2004) et ces deux marques épigénétiques sont justement
associées a I'allele méthylé des ICRs (Delaval et al., 2007). Lors de mon arrivée dans le laboratoire de R. Feil,
H4K20me3 apparaissait donc constituer une marque épigénétique d’intérét pour étudier les interrelations
entre les différentes marques épigénétiques pour le contrdle de I'empreinte parentale. Trois enzymes de la
famille des protéines a domaine SET étaient alors connues comme pouvant étre impliquées dans la
méthylation de H4K20 : PR-SET7, décrite in vitro comme étant responsable de la mono-méthylation [Xiao et
al., 2005] et les SUV4-20H1 et H2 qui sont nécessaires a I'établissement/maintien de H4K20me3 au niveau

des séquences péricentriques et des télomeres (Benetti et al., 2007; Schotta et al., 2004). Mon objectif était
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(i) de caractériser les enzymes responsables de la triméthylation de H4K20 au niveau des ICR et (ii) d’étudier

I'impact d’une déplétion en H4K20me3 sur les autres marques épigénétiques.

B. PRINCIPAUX RESULTATS

Triméthylation de H4K20 au niveau des ICRs (Pannetier et al., 2008)

Grace a une collaboration mise en place avec I'équipe de Thomas Jenuwein (IMP, Vienne, Autriche) nous
avons pu obtenir des fibroblastes embryonnaires de souris doublement invalidés pour Suv4-20h1 et h2. J'ai
ainsi pu montrer que les SUV4-20H1/H2 étaient impliquées dans la mise en place de la marque H4K20me3
aux niveaux des régions de controle de I'empreinte. En effet, (i) les SUV4-20H1/H2 sont recrutées au niveau
des ICR testées et (ii) en absence de ces enzymes, une diminution dramatique des niveaux de H4K20me3 est
observée. A contrario, les niveaux de H4K20mel augmentent, montrant (i) que la monométhylation de
H4K20 est une premiére étape pour obtenir H4K20me3 et (ii) que les SUV4-20H1/H2 agissent comme des
diméthylases. Ces observations ont été confirmées in vitro par des expériences de knock-down de Pr-Set7
(impliquée dans la monométhylation de H4K20) ou la diminution de H4K20mel s’accompagne d’une
diminution de H4K20me3. Ainsi I’établissement/le maintien de H4K20me3 au niveau des ICR nécessitent une
cascade enzymatique impliquant PR-SET7 et SUV4-20H1/H2.

En absence de H4K20me3, la méthylation de 'ADN et I'expression allélique des génes restent néanmoins
inchangées. Ce maintien de I’'empreinte pourrait étre assuré par H3K9me3 dont les niveaux augmentent chez
les KO Suv4-20h1/h2. Ces observations nous ont conduit a proposer I’hypothése de I'existence d’un « cross-
talk » entre I’histone H3 et I'histone H4 permettant une régulation en trans de la méthylation de leur résidus

lysines K9 et K20 au niveau des ICR.

CONCLUSION

Mon séjour postdoctoral de deux ans a I'lGMM, m’a permis d’enrichir mes connaissances sur les mécanismes
épigénétiques impliqués dans la régulation de I'expression des geénes. De plus, j'ai pu acquérir de nouvelles
compétences, notamment au niveau des techniques d’études de la chromatine et de la méthylation de I’ADN.
Forte de ce nouveau bagage j’ai ensuite rejoint mon ancienne équipe de theése, aprés la réussite du concours

CR2 dans 'unité INRA Biologie du Développement et Reproduction a Jouy-en-josas.

35



I1l. SYNTHESE DES TRAVAUX REALISES A L'INRA/INRAE
DEPUIS 2008

A. RECRUTEMENT ET OBJECTIFS

L'intitulé de mon profil de recrutement supposait le développement d’études sur les "Régulations géniques
et les structures chromatiniennes associées au cours du développement ovarien". Mes objectifs
concernaient principalement le gene FOXL2 et je devais m’attacher a caractériser les mécanismes de
régulation de son expression, mais aussi a déterminer son réle dans I'ovaire de chevre. Par ailleurs, I'étude
de I'activation ou de I'inhibition de différents genes en aval de FOXL2, pouvait conduire a s’intéresser au role
de certains d’entre eux dans les gonades. La détermination/différenciation du sexe dépendant d’un fragile
équilibre entre les niveaux d’expression des "genes males" et des "génes femelles", des projets portant sur
des genes majeurs de la différenciation testiculaire étaient également envisagés.

Dans les premiéres années, une partie de mon temps a été consacré a |'étude de la régulation de FOXL2 dans
le cadre de la mutation PIS chez la chévre. J'ai repris de précédents travaux réalisés par un étudiant en thése
qui avaient montré I'existence d’une activité transcriptionnelle autour de la région mutée. J’ai pu mieux
caractériser ces transcrits (ARNnc longs) en fonction des tissus et/ou des stades de développement, et
commencer a décrypter I'état de la chromatine associée. Néanmoins, la nature méme de la mutation PIS
avait été remise en question dés ma premiére année de these en 2002, freinant la compréhension du
fonctionnement du locus. Ainsi, mes résultats sur les ARNnc longs et la chromatine, bien qu’ayant fait I'objet
de plusieurs communications orales ou affichées (congrés nationaux et internationaux), ont été laissés en
suspens. Hormis I'explicitation de I'existence d’ARNnc longs nommés « PISRT2 » dans une synthése publiée
en 2012 (Pannetier et al., 2012), ces travaux n’ont pas été valorisés par une publication. En paralléle, plusieurs
approches pour recaractériser la mutation PIS ont été suivies par I'équipe, allant derniéerement jusqu’a la
réalisation d’une banque de BAC a partir d’ADN mutant (PIS 7). 'ensemble de ces études nous a permis de
déterminer que la délétion était plus courte qu’initialement décrite (10,1 kb au lieu de 11,7 kb) et surtout
gu’un fragment d’environ 500 kb correspondant a une duplication d’une région du chromosome 1 située a

20 Mb du locus s’était inséré a la place (figure 7).

Figure 7. Locus PIS et recaractérisation
280 kb

« > de la mutation chez la chévre.

< 30Kkb [Pannetier et al., 2005 ; Pannetier et al.,

(Pis ) <:H:> S <“:H:>_ 2012 ; Simon et al., 2020]. PISRTI,
PISRT2 et PFOXic (annoté FOXL2NB chez

Deleted in PIS
syndrome

I’'hnumain) sont des ARN non-codant
longs. PISRT1/2 et PFOXic/FOXL2
partagent un promoteur bidirectionnel.

A —
[ ERG l}'—//;'{(f"-” | La mutation PIS consiste a la fois en une
délétion d’une portion de 10.1 kb de la
Inserted in PIS syndrome 480 kb région nommée PIS et en une insertion

d’une séquence d’environ 480 kb correspondant a une duplication d’une partie du chromosome 1 comprenant les genes KCNJ15 et
ERG. NB : I'expression de ces genes a été étudiés au cours du développement des gonades foetales. Nos résultats ne montrent pas
d’implication de KCNJ15 ou ERG dans le phénotype d’inversion sexuel observé chez les XX PIS7-.
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Alors que nous allions affiner la description de la mutation, deux équipes différentes ont obtenus les mémes
résultats en utilisant des approches de séquencage haut débit. Leurs publications réalisées début 2020
(Simon et al., 2020; Zhang et al., 2020) ont rendu nos travaux obsolétes et ce sujet est actuellement a 'arrét
dans I'équipe. Je ne détaillerai pas plus nos résultats sur le fonctionnement du locus PIS chez la chevre, mais
je reviendrai sur la régulation a distance de FOXL2 lors de la présentation des travaux de these de Clara Gobé

réalisés chez la souris.

Dans la suite de ce manuscrit, je m’attacherai d’abord a décrire les travaux en lien avec les théses des
étudiantes que j'ai encadrées. Depuis 2008, avec mes quatre doctorantes successives, je me suis intéressée
a la détermination du sexe et la différenciation des cellules de soutien méale et femelle, en me concentrant
sur les génes SRY (Thése de Fatemeh Montazer-Torbati), FOXL2 (Thése de Maéva Elzaiat; These de Clara
Gobé) et DMRT1 (Thése de Emilie Dujardin). L'ensemble de ces aspects seront développés dans I'AXE 1 de
ce manuscrit intitulé : Mécanismes Moléculaires impliqués dans la Détermination du Sexe.

En paralléle de ces travaux, j’ai aussi pris de nouvelles orientations au cours de ces cing derniéres années en
choisissant de m’intéresser a la Différenciation de la Lighée Germinale male et femelle chez les animaux
d’élevage. Plusieurs projets sur cette thématique ont été développés et seront détaillés dans I’AXE 2. Ces
travaux ouvrent vers la compréhension de I'épigénome des cellules germinales et potentiellement sur les
mécanismes de transmission intergénérationnelle des phénotypes, ce qui peut constituer des perspectives
d’avenir pour I'équipe.

La diversification de mes thématiques de recherche au cours du temps a été rendue possible (i) par la prise
en charge de certains projets par mes étudiantes (doctorantes et masters), (ii) par I'obtention de différents
financements de I’ANR, de la société APIS-GENE ou du département PHASE de INRAE, et plus récemment (iii)
grace au recrutement de personnel technique dans I’équipe (une assistante ingénieure et une ingénieure
d’étude en 2020) et d’une nouvelle jeune chercheure (2021) dont je supervise les travaux. Ces différents

aspects seront présentés au sein de leurs axes scientifiques respectifs détaillés ci-dessous.
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B. AXE1l
MECANISMES MOLECULAIRES IMPLIQUES DANS LA DETERMINATION DU SEXE

Les différents résultats obtenus sont présentés de facon chronologique en relation avec les sujets de theses

de mes quatre doctorantes.

1. Etude de I'expression de la protéine SRY au cours du développement testiculaire chez le bouc.

(Montazer-Torbati et al., 2010)]

Chez la plupart des mammiféres, SRY constitue le facteur déterminant pour la différenciation du testicule.
Néanmoins, SRY est peu conservé en termes de séquence (ADN et protéine) et sa cinétique d’expression est
différente entre la souris (restreinte a 2 jours) (Bullejos and Koopman, 2001) et les autres mammiferes
(expression jusqu’a I’dge adulte) (Clépet et al., 1993; Daneau et al., 1995; Diaz-Hernandez et al., 2008; Payen
et al., 2002). L'identité protéique de SRY étant tres divergente, un anticorps spécifique doit étre développé
pour chaque espéce. Nous avons donc produit et caractérisé un anticorps dirigé spécifiguement contre la
protéine SRY de chévre (« goat SRY », gSRY). Les analyses de I'expression cellulaire de gSRY au cours du
développement du testicule montrent que son expression dans les cellules de Sertoli est maintenue jusqu’a
I’age adulte (Figure 8). Par ailleurs, sa localisation subcellulaire est particuliére, puisqu’on peut détecter la
protéine SRY a la périphérie du noyau (colocalisation avec la lamine B, composant de la membrane interne

du noyau (Montazer-Torbati et al., 2010)) (Figure 8B).
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Figure 8. Expression de SRY au cours du développement testiculaire dans I'espéce caprine. A. Cinétique d’expression de SRY au
cours du développement feetal et postnatal dans le testicule de bouc (RT-gPCR). Une chute importante des niveaux d’expression
détectés a partir d'un testicule entier est observé a partir de 3 mpp, lorsque les cellules germinales ont initié la spermatogenése et
que ce type cellulaire devient majoritaire dans la gonade male. NB : la durée de développement in utero est de 150 jours ; la puberté
débute entre 2 et 3 mois apres la naissance et I'animal peut étre mis a la reproduction a partir de I’dge de 6/7 mois. dpc : days post
conception ; mpp : months post conception. B, C. Inmunodétection des protéines SRY et SOX9 sur coupe de testicules adultes. Les
tubes séminiféres sont délimités par des pointillés.

La présence d’un facteur de transcription dans ce compartiment du noyau est a relier avec sa fonction
(Heessen and Fornerod, 2007). Si ce facteur agit plutét comme un répresseur, sa localisation a la périphérie
du noyau créé un environnement répressif pour ses génes cibles (compartiment d’hétérochromatine). Ainsi
la localisation de SRY chez I'adulte pourrait témoigner de son role de répresseur sur les génes femelles tel
gue postulé par « I’hypothese Z » (McElreavey et al., 1993). Si ce facteur agit plutét comme un activateur, sa
séquestration loin de ses génes cibles peut constituer un moyen de 'empécher d’agir et/ou de constituer

une « réserve ». Ainsi, une autre hypothése pourrait étre que SRY est stocké a la périphérie (mis en « stand-
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by »), au cas ou il serait nécessaire qu’il pallie a la défaillance d’un autre facteur. Dans les deux cas, il s’agirait
d’assurer le maintien des caractéristiques des cellules de Sertoli tout au long de la vie de I'individu. SRY serait
donc d’abord a I'avant-garde, puis a I’arriere garde de la cascade génétique male chez certains mammiféres
comme le bouc. La souris apparait n’avoir conservé qu’un role initiateur pour SRY, la fonction de maintenance
étant assurée a I'dge adulte par d’autre facteur (cf DMRT1 (Doublesex And Mab-3 Related Transcription

Factor 1) (Matson et al., 2011)).

Une autre différence majeure avec I'espece murine a été observée lors du développement fecetal, dés la
formation des crétes génitales. Chez les caprins en effet, I'expression de SRY peut étre détectée dans toutes

les cellules de la gonade XY en différenciation (figure 9A) et ceci trés en amont de la primo expression du

gene SOX9 (figure 9B).
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Figure 9. Expression de SRY au cours de la détermination du testicule dans I'espéce caprine. A. Inmunodétection de la protéine
SRY a 28 jours post conception. Les fleches blanches montrent les gonades encore morphologiquement indifférenciées. NB : les crétes
génitales apparaissent vers 25 jpc, puis les cordons séminiferes se forment entre 34 et 36 jpc dans la gonade XY. B. Cinétique
d’expression de différents marqueurs des précurseurs des cellules de soutien, puis des cellules de Sertoli, entre la formation des
crétes génitales (25 jpc) et I'apparition des cordons séminiféres (36 jpc) (RT-gPCR).

Ainsi, I'expression de SRY ne semble pas suffire a I'activation de I'expression de SOX9 dans les précurseurs
des cellules de Sertoli. Un facteur supplémentaire entre en jeu pour permettre a SRY d’exercer sa fonction
dans I'allumage de la cascade génétique male. A la fin de la thése de Fatemeh, plusieurs candidats étaient

envisagés (FGF9/FGFR2, DAX1, SF1) dont le plus prometteur était DMRT1 (figure 10).

DAPI DMRT1

Figure 10. Immunodetection de DMRT1 et SOX9 dans un testicule fcetal caprin a 34 jpc Les expériences préliminaires réalisées par
Fatemeh montrent que I'expression de SOX9 et de DMRT1 est restreinte a un type cellulaire (Sertoli ?). NB : A ce stade précoce, les
cellules de Sertoli ne sont pas encore organisées en cordons séminiféres (observables a partir de 36 jpc). Le marquage au DAPI permet
d’observer les noyaux des cellules présentes sur la coupe.

Al'époque, DMRT1 était pressenti comme étant le géne la détermination testiculaire chez certains vertébrés
comme le medaka (Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002) ou le poulet (Smith et al., 2009). Chez la souris,
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bien que DMRT1 soit exprimé tres tot lors de la différenciation testiculaire, il n"apparaissait pas jouer de réle
dans la détermination/différenciation de la gonade faetale, mais plutot aprés la naissance, pour la fertilité
des males (Raymond et al., 2000). Son réle dans la détermination du sexe chez les mammiféres était alors
plutdt négligé. La suite de nos études chez la chévre, puis chez le lapin montrera pourtant qu’il s’agit d’un
facteur crucial pour la détermination du sexe male. L'indice suivant viendra de I’étude des mutants PIS chez
la chévre ou nous recherchions a comprendre comment I'absence d’expression de FOXL2 dans des gonades

XX pouvait conduire a la différenciation de testicules.

2. Cibles et voies de signalisation régulées par FOXL2 au cours de la morphogenése ovarienne

précoce. (Elzaiat et al., 2014)

C’est au cours du stage de M2, puis de la thése de Maéva Elzaiat, que nous avons pu appréhender les réseaux
géniques activés et inhibés par FOXL2 dans les gonades foetales de chévre. Pour cela, Maéva a étudié des

animaux mutants XX PIS”, en considérant qu’il s’agissait de « mutants naturels de FOXL2 ».

Mais en paralléle des travaux de Maéva, pour prouver la validité du modéle PIS, notre équipe s’est attachée
pendant plusieurs années a réaliser le KO du gene FOXL2 chez |la chévre. Apporter cette preuve était d’autant
plus important, que les études fonctionnelles chez la souris avaient conclu que Fox/2 ne jouait aucun réle
dans I'ovaire foetal, sa fonction étant limitée a la folliculogenése (Schmidt et al., 2004; Uda et al., 2004).
Néanmoins, I'invalidation de Fox/2 a I’age adulte induit une transdifférenciation des cellules de la granulosa
en cellules de type Sertoli, montrant que FOXL2 est un gardien de l'identité ovarienne chez la souris
(Uhlenhaut et al., 2009). Pour invalider FOXL2 chez la chévre, différentes stratégies ont été suivies des 2008.
Finalement, I'utilisation de Zinc Finger Nucléases ciblant spécifiquement FOXL2 nous a permis d’obtenir
plusieurs foetus mutants, dont un foetus XX FOXL27- (Boulanger et al., 2014). Nous avons ainsi pu montrer
gu’en absence de protéine FOXL2 fonctionnelle, les gonades XX interrompent le programme femelle pour
s'orienter vers un programme génétique male, induisant la différenciation de testicules XX et la

masculinisation du tractus génital interne et externe. Ainsi FOXL2 est un déterminant de I'ovaire.

C'est la premiére fois qu’une telle démonstration est réalisée chez un mammifere. Ceci confirme aussi que
chez les mutants XX PIS”", c’est bien I'absence d’expression de FOXL2 qui est responsable de Iinversion du
sexe. Ainsi I’étude de ces mutants est particulierement pertinente pour décrire les voies régulées par FOXL2
dans l'ovaire foetal. Dans ce but, des analyses transcriptomiques haut-débit ont été entreprises (RNA-
sequencing), pour comparer le contenu transcriptomique i) de gonades intersexuées XX PIS7a celui ii)
d’ovaires XX et iii) de testicules XY, a un stade trés précoce de différenciation (36 jpc, cf ANNEXE 1 p96 pour
une chronologie comparée de la différenciation de I'ovaire de souris, chévre et lapin). A ce stade, les gonades

intersexuée (IS) XX PIS” n’expriment pas encore SOX9 et les génes dont I'expression est dérégulée
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constituent des cibles potentielles de FOXL2. La séquence du génome caprin étant encore inconnue a
I’époque, notre stratégie a été de créer notre propre banque de référence, en réalisant un séquencage long
de I'ensemble des transcrits exprimés dans des testicules et des ovaires de 36 jpc (Séquenceur Roche 454).
Les courtes séquences obtenues par RNA-sequencing pour les trois génotypes ont ensuite été alignées sur
cette base de données, puis comptées. Les analyses différentielles (DEseq), réalisées au cours de la thése de
Maéva, montrent 163 génes dont I’expression est dérégulée entre des gonades IS (XX PIS”") et des gonades
femelles : 15% voient leur expression diminuer (génes dont I'expression est activée par FOXL2), 85%

augmenter (génes dont I'expression est réprimée par FOXL2) (figure 11).
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Figure 11. Génes dont I'expression est dérégulée en absence d’expression de FOXL2 dans des gonades XX PIS/- 3 36 jpc. A. 163
genes présentent une expression dérégulée entre les gonades intersexuées (IS) et les ovaires controles (Femelles, F) : 25 ont une
expression qui diminue (IS<F, en vert) et 138 qui augmente (IS>F, en rouge). B. Parmi les 25 genes dont I'expression diminue, 19 sont
préférentiellement exprimés dans les ovaires (Female-associated genes, fold induction F/M>1.5) et 6 présentent une expression
similaire entre gonades males et femelles (genes associés a la différenciation gonadique, F=M). C. Parmi les 138 génes dont
I’expression augmente, 103 sont préférentiellement exprimés dans les gonades males (Male-associated genes, fold induction M/F
>1.5) et 35 présentent une expression similaire entre gonades males et femelles (génes associés a un état partiellement indifférencié
des gonades IS, F=M). pValue ajustée = 0.05. Figure issue de Elzaiat et al., 2014.

FOXL2 activerait I'expression de plusieurs genes de I'ovaire (CYP19A1, ESR2, FST, RSPO2...), mais il serait
surtout uninhibiteur de la différenciation testiculaire. Il apparait limiter la synthése d’androgenes (répression
de CYP17A1, CYP11A, 17HSD3), protéger les cellules germinales pour qu’elles puissent préparer la méiose
(inhibition de CYP26B1) et prévenir |'activation de la cascade génétique male dans les cellules de soutien

(répression de DMRT1).

Les analyses d’'immunodétection réalisées par Maéva montrent qu’en absence de FOXL2, I'expression de
DMRT1 augmente dans certaines cellules somatiques, d’abord négatives pour SOX9 et I’AMH (cible directe
de SOX9 et témoin de la différenciation de cellules de Sertoli) (figure 12), puis positive pour ces deux

marqueurs (dés 40 jpc, voir Elzaiat et al., 2014).
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XX PIS +/+ XX PIS -/- XY PIS +/+

Figure 12. Analyse par immunofluorescence de I’expression de marqueurs de la détermination du sexe dans I'ovaire, la gonade
intersexuée et le testicule a 36 jpc. A. Dans la gonade intersexuée XX PIS7- aucun marquage ne peut étre obtenu pour FOXL2 ou SOX9,
contrairement a I'ovaire XX PIS*/* ou les cellules de pré-granulosa sont marquées par FOXL2 (vert) ou le testicule XY PIS** oU les
cellules de Sertoli sont positives pour SOX9 (rouge). B. L’expression de DMRT1 peut étre observée dans la gonade XX PIS /- (vert), alors
que la différenciation de cellules de Sertoli, signalée par un marquage AMH (rouge) ne s’est pas encore faire. Dans le testicule XY, les
cordons séminiferes sont en cours de formation : les cellules de Sertoli sont visualisées grace au marquage cytoplasmique rouge
(AMH) et nucléaire vert (DMRT1). Dans I'ovaire XX PIS*/+, on ne détecte pas d’expression de DMRT1 3 ce stade. *Quelques cellules
germinales commencent aussi a exprimer DMRT1 dans le testicule.

DMRTI1 est un facteur de transcription dont le domaine de liaison a I’ADN (domaine DM) est bien conservé
au cours de I’évolution. Comme dit plus haut, DMRT1 agit comme un déterminant testiculaire chez différentes
espéces de vertébrés (Matsuda et al., 2002; Smith et al., 2009; Yoshimoto et al., 2010) et peut donc activer la
cascade génétique male dans les gonades. Bien que chez la souris I'invalidation de Dmrt1, n’apparait avoir un
effet qu’aprés la naissance (Raymond et al., 2000), le laboratoire de David Zarkower montre que la
surexpression de DMRT1 dans un ovaire foetal de souris conduit a I'inhibition de Fox/2 et a I'activation de
I’expression du gene Sox9 (Lindeman et al., 2015). Quelques années auparavant, cette équipe montrait que
I'ablation conditionnelle de I'expression de Dmrtl dans des cellules de Sertoli adultes conduisait a la
diminution de I'expression de Sox9 et a 'augmentation de celle de Fox/2, faisant de DMRT1 un gardien de
I'identité testiculaire (Matson et al., 2011). Il apparait donc que le lien entre DMRT1 et I'expression de SOX9

soit quand méme conservé chez la souris.

Chez I’humain, quelques cas de dysgénésie gonadique 46 XY ou de différenciation d’ovotestis 46 XY ont été
associés a des mutations impliquant DMRT1. |l s’agit cependant de délétions de portions du chromosome 9
pouvant supprimer DMRT1 et I'un de ces génes voisins (DMRT2 ou DMRT3) (Bennett et al., 1993; Veitia et al.,
1997), ou bien plusieurs exons et introns du génes DMRT1 (Ledig et al., 2012), ne permettant pas de
déterminer si DMRT1 seul pouvait étre responsable des phénotypes observés. Juste apres la parution de
notre article, une publication a rapporté une mutation ponctuelle de DMRT1 chez une femme XY (Murphy et
al., 2015). La patiente est parfaitement féminisée et posséde des ovaires en bandelettes fibreuses (cas de

dysgénésie testiculaire compléte). Elle porte une mutation hétérozygote de DMRT1 (R111G) au niveau du
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domaine DM qui affecte I'affinité et la spécificité de liaison a I’ADN de la protéine. De plus, la protéine DMRT1
R111G perturbe la stoechiométrie de fixation de la protéine DMRT1 sauvage sur ses cibles et agit alors comme
un dominant négatif. Ainsi, I'existence de ce cas montre que DMRT1 est nécessaire a la différenciation

testiculaire trés précocement chez I’humain, comme ce que suggérent nos résultats dans I'espece caprine.

Les différences entre le modeéle connu chez la souris et celui que nous proposons chez la chevre est résumé

ci-dessous figure 13).
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Figure 13. Principaux génes impliqués dans la détermination du sexe. A. Détermination du sexe chez la souris. Le gene Sry, porté
par le chromosome Y est le déterminant du testicule. SRY active I’expression de Sox9 qui contrdle la cascade de différenciation des
cellules de soutien males (cellules de Sertoli). Dans les gonades XX, Rspol1/Wnt4 (voie f—caténine canonique) sont impliqués dans la
différenciation précoce de I'ovaire (Chassot et al., 2008; Vainio et al., 1999). Les génes Dmrt1 dans le testicule et Fox/2 dans I'ovaire
sont impliqués dans des processus de différenciation plus tardifs et jouent un réle crucial dans le maintien de I'identité male ou
femelle des cellules de soutien (gardiens de 'identité sexuelle). B. Détermination du sexe chez la chévre. Les genes DMRT1 et FOXL2
jouent un réle beaucoup plus précoce dans la détermination et la différenciation du testicule et de I’ovaire respectivement. Les études
réalisées montrent que FOXL2 inhibe I'expression de DMRT1 dans les cellules somatiques de la gonade XX. Nous posons I’hypothése
que DMRT1 est impliqué avec SRY dans |’activation de I'expression de SOX9 dans une gonade XY, et ainsi dans la différenciation des
cellules de Sertoli, puis du testicule.

Suite a ces travaux, pour démontrer le réle de DMRT1 dans la détermination testiculaire chez une autre
espece que la souris, notre équipe a entrepris de réaliser le KO du gene DMRT1 chez le lapin. Le phénotype
gonadique de lapins KO pour DMRTI1 est actuellement étudié par Emilie Dujardin (doctorante) pour I'aspect
testiculaire, ainsi que par Namya Mellouk (jeune chargée de recherche) pour I'effet dans I'ovaire. Si vous
souhaitez poursuivre le fil de I'histoire de DMRT1 dans notre laboratoire, vous pouvez directement aller au
paragraphe 11.4, page 48 (thése de Emilie Dujardin). Mais cela supposerait d’omettre plusieurs années de

recherche... L’établissement de lignées génétiquement modifiées chez le lapin est particulierement long, et
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en guise d’interlude nous nous sommes intéressés au rble d’autres genes dont I'expression pourrait étre
cette fois activée par FOXL2. Notre attention s’est ainsi focalisée sur le ggne DMXL2, dont le role chez la souris
a été étudié lors de la thése de Clara Gobé. En parallele, Clara s’est aussi intéressée a la régulation de

I’expression de FOXL2 chez la souris notamment d’un point de vue épigénétique.

3. Régulation épigénétique de I’expression de FOXL2 et voies activées en aval de ce géne dans

la gonade.

3.1. Role de DMXL2 dans les gonades de souris (Gobé et al., 2019)

L'intérét pour le géne DMXL2 est né suite aux travaux de thése de Maéva Elzaiat qui a montré que DMXL2
était exprimé en aval de FOXL2 dans I'ovaire foetal de chévre. DMXL2 code pour une protéine plateforme a
domaines WD40 (domaines formés par de nombreuses répétitions d’'un motif protéique d’environ 40 acides
aminés se terminant par un dipeptide Tryptophane (W) — Aspartate (D)). Au début de notre étude, tres peu
de données étaient disponibles dans la littérature, mais il avait été montré que DMXL2 ou Rabconectine-3
jouait un réle important dans la régulation de la voie Notch et la formation des follicules ovariens chez la
drosophile (Sethi et al., 2010; Yan et al., 2009). Le Sanger Institute venait de mettre en place une lignée de
souris que nous avons pu acquérir permettant de réaliser un KO total ou conditionnel du géne Dmx/2
[DmxI2tm1a(EUCOMM)Wtsi]. Le phénotype de ces souris a été étudié dés la fin de doctorat de Maéva, puis
lors des stages de master de Clara Gobé et de sa these. En étudiant DMXL2 (cible potentielle de FOXL2), notre
objectif initial était de nous intéresser a la différenciation des cellules somatiques de I'ovaire foetal, mais, au
fur et a3 mesure de nos avancées, DMXL2 nous a étonnamment amené a nous intéresser aux cellules

germinales du testicule adulte...

Dans un premier temps, nous avons réalisé le KO total de DmxI2 chez la souris, qui s’est avéré |étal dans les
12h suivant la naissance. Les souriceaux Dmx/2”7- ne se nourrissent pas (estomac vide de lait) et certains
présentent des hypoglycémies séveres (les méales uniquement). La cause exacte du décés des nouveau-nés
n’a pas pu étre établie, mais des anomalies métaboliques et neurologiques globales sont suspectées. La
localisation de I'expression de Dmx/2 au niveau cérébral, montre en effet que plusieurs régions du cerveau
sont susceptibles d’étre touchées (cortex cérébral, bulbe olfactif..). En collaboration avec l'unité de
NeuroBiologie de I'Olfaction (NBO, INRA, jouy-en-josas), nous avons d’ailleurs démontré que DMXL2 était
impliqué dans la transmission de I'information neuronale entre la muqueuse et le bulbe olfactif.

Dans les gonades, il s’est avéré que DMXL2 était exprimé par les cellules de soutien et les cellules germinales
au cours de la folliculogenése chez les femelles ou de la spermatogéneése chez les méles. Des KO conditionnels

pour I'un, 'autre ou les deux types cellulaires ont été obtenus par croisements avec des lignées de souris
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exprimant une Cre recombinase spécifiguement dans I'un de ces types cellulaires (Amhr2-Cre pour les cellules
de granulosa, Amh-Cre pour les cellules de Sertoli, Ddx4-Cre pour les cellules germinales). Il s’est alors avéré
que DMXL2 jouait principalement un réle dans les cellules germinales du testicule lors de la premiere vague
de spermatogénése (7 semaines post-partum). En effet, I'absence de son expression dans les cellules
germinales males affecte leur différenciation (augmentation de I'apoptose). L'activité phagocytaire des
cellules de Sertoli augmente alors pour permettre I’élimination des spermatocytes/spermatides anormaux,
induisant une concentration plus faible de spermatozoides dans I'épididyme (diminution de 60%). Une
normalisation du nombre de spermatozoides est néanmoins observée a des stades ultérieurs et la fertilité
des adultes n’est pas affectée, indiquant que les fonctions de DMXL2 sont essentiellement limitées a la

premiere vague de spermatogenese ou que des processus compensatoires se produisent apres la puberté.

Au cours de I'évolution, la souris a optimisé sa fonction de reproduction. La mise en place de la
spermatogénése murine doit étre rapide et efficace. Il est fortement supposé qu’elle nécessite des
mécanismes génétiques particuliers, voire spécifique de la souris, comme c’est le cas par exemple pour le
geéne Rhox 13 qui n’existe que chez les rongeurs (Busada et al., 2016). Tout comme DmxI2, Rhox13 est impliqué
dans la premiére vague de spermatogenése et son invalidation conduit a un phénotype similaire dans le
testicule. L'expression de ces génes dans les cellules germinales males pourrait constituer un avantage chez
la souris, soutenant la fertilité précoce, en fournissant des cellules germinales supplémentaires au début de

la vie reproductive de I'animal.

En parallele de ce travail couronné par une publication dans PLoS Genetics en 2019, Clara s’est aussi
intéressée de plus prés a Fox/2 chez la souris et a la régulation de son expression. En effet, les différent KO
conditionnels a mettre en place pour I'étude de DmxI/2 généraient un temps de latence important avant
I’obtention des animaux définitifs et leur analyse. Ce temps a été mis a profit pour développer une preuve de
concept dans I'équipe : I'édition de I'épigénome (Crédit Incitatif du département PHASE : EDITO, EDITing de

I’épigénome Ovarien)

3.2.Régulation de I’expression de FoxI2 chez la souris : aspect épigénétique.

Un autre volet a donc été ajouté a la thése de Clara afin de développer ses connaissances sur la régulation
épigénétique de I'expression des génes. Le locus FoxI2/FOXL2 constituait un objet d’étude idéal. La mutation
PIS chez la chévre, ainsi que les mutations responsables d’un BPES répertoriées chez I’homme
(délétions/translocations) pointent une petite région du génome autour du géne PISRT1 de 7,4 kb (il s’agit de
la plus petite délétion commune aux patients BPES ou Smallest Region of Overlap ou SRO)(D’haene et al.,

2009). D’apres les données disponibles dans ENCODE, des marques d’histones caractéristiques d’enhancers
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actifs (H3K27ac et H3K4mel) sont observées dans I'ovaire humain autour de cette région (figure 14).
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Figure 14 . Etat épigénétique du locus FOXL2 chez ’'Homme.

Les données proviennent du site ENCODE (https://www.encodeproject.org/) et sont visualisées grace au navigateur de génome IGV.
La premiére piste montre les données de DNAse-seq obtenues a partir d’ovaire (en bleu). Elle permet de visualiser les régions
chromatiniennes ouvertes et donc potentiellement actives. Les pistes suivantes correspondent a des données de ChlP-seq pour
H3K4mel (promoteurs et enhancers « primés ») et H3K27ac (promoteurs et enhancers actifs). Dans |'ovaire (en rose), on observe un
enrichissement des marques épigénétiques H3K27ac et H3K4mel autour du gene FOXL2, ainsi qu’au niveau et de part et d’autre de
la région SRO (au total ~30 kb). A contrario, dans le foie (en vert) et le poumon (en gris), ces deux marques ne semblent pas/peu
enrichies.

Clara s’est intéressée a I'équivalent de cette région SRO dans le génome de la souris (environ 6kb) qui
présente plusieurs éléments trés conservés a travers |'évolution. Certains sont conservés jusqu’aux
Tétrapodes (Tetra), aux amniotes (Amnio), aux mammiféeres (Mam) ou jusqu’aux placentaires uniqguement
(Pla) (figure 15A). De fagon similaire a ce qui a été observé chez I’humain, Clara montre qu’un enrichissement
en H3K27ac est retrouvée autour de cette région dans I'ovaire, ainsi qu’autour du géne Fox/2 (ChIP-gPCR,

figure 15B).
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Données non publiées.
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Si cette région distale correspond a un /des enhancer(s) de Fox/2, des modifications de son état épigénétique
devraient impacter son expression. A I'époque, « I'épigénome editing » commencait a se développer grace a
la technologie CRISPR/dCas9 (deleted Cas9). En couplant la dCas9 inactive avec différentes sous unités ou
protéines il était devenu possible de modifier a volonté I'épigénome d’un locus précis dans le but d’exprimer
ou d’inhiber un géne. En particulier il est possible d’hyper-acétyler des promoteurs ou des enhancers in vitro
et de stimuler I'expression de génes situés a distance (utilisation d’une dCas9-p300) (Hilton et al., 2015). Dans
le cadre d’un projet pilote financé par notre département de recherche, Clara s’est impliquée dans la mise au
point de I'’épigénome editing in vitro. L’objectif final aurait été de modifier I’acétylation de la région SRO pour
prouver son implication dans la régulation de Fox/2, mais dans le temps imparti, Clara s’est surtout attachée
a réaliser une preuve de concept en se concentrant sur le promoteur de Fox/2. L'une des difficultés majeures
a été de trouver une lignée cellulaire adéquate : transfectable de facon efficace et exprimant Fox/2 (mais pas
trop) afin que son promoteur puisse étre accessible (absence de méthylation de ’ADN ou de H3K27me3). La
meilleure solution a été de travailler avec la lignée murine a-T3 dérivée de cellules gonadotropes
hypophysaires. Selon le méme procédé que Hilton et al. (2015), quatre ARN guides ciblant une région de
moins de 300 pb de part et d’autre du site d’initiation de la transcription de Fox/2 ont été désignés

(http://crispor.tefor.net/) et générés (3 en amont et 1 en aval). En ciblant le promoteur de Fox/2 avec ces 4

ARN guides et en surexprimant une dCas9-p300 dans des cellules a-T3, Clara a pu montrer qu’il était possible
d’augmenter I'expression de Fox/2 en induisant I'hyper-acétylation de son promoteur in vitro (résultats
préliminaires, figure 16). Cette preuve de concept, bien qu’encourageante, n’a pas été poursuivie, la thése

de Clara arrivant a sa fin.

FoxI2

35,00 Figure 16. Induction de I’expression de Fox/2 apres transfection de dCas9-
30,00 p300 et d’ARN guides ciblant son promoteur dans des cellules a-T3. Aprés

_5 25,00 transfection, les cellules a-T3 ayant recu les différents vecteurs d’expression
% 20,00 ont été ma.ithenues en‘culture pendant-3 semaines sous sélection (résistance
g a la Généticine). Les niveaux d’expression de Fox/2 ont été mesurés par RT-
% 15,00 gPCR et ont été rapportés au gene de ménage Sdha. En présence de dCas9-
‘5. 10,00 | p300 et des ARN guides ciblant son promoteur, I’expression de Fox/2 est
* < 00 EI I doublée. Aucun effet n’est obtenu avec une dCas9-VP64 (dCas9 fusionnée
0'00 avec le domaine transactivateur du virus de I'herpes simplex), mais ces

résultats semblent logiques. Il s’agit en effet d’un activateur CRISPR de
premiere génération, dont I'effet est généralement plus faible que ce qui peut
étre observé avec p300 (Hilton et al., 2015). Données non publiées.

p300 p300 + VP64 VPB4 +

PromFoxI2 PromFox|2
Ces derniéres années, l'intérét croissant pour cette technologie, notamment dans le domaine médical
(Rahman and Tollefsbol, 2021; Syding et al., 2020) ou en agronomie (chez les plantes) (Fal et al., 2021; Selma
and Orzaez, 2021), a permis le développement d’une nouvelle génération d’outils programmables de I'édition
de I’épigénome. Ces « Epigenomic memory writers » de précision induisent moins de off-target et permettent
de réprimer (CRISPRi) ou d’activer/réactiver (CRISPRa) de fagon stable et héritable I'expression des génes
(Gjaltema and Rots, 2020; Nuiez et al., 2021). A I'heure ol des organoides de gonades se développent a

partir de cellules souches embryonnaires chez la souris (génération de follicules ovariens (Yoshino et al.,
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2021)) ou a partir de cellules pluripotentes induites chez I’'humain (différenciation de gonades bipotentielles
(Knarston et al., 2020)), ces outils pourraient étre particulierement utiles chez les animaux d’élevage pour

reprogrammer I'épigénome de cellules souches et créer de nouveaux modeles d’étude in vitro.

Alors que I'édition de I'épigénome a pour le moment été mise de c6té dans I’équipe, I'édition du génome par
CRISPR/Cas9 s’est au contraire bien développée chez les ruminants (chévre, mouton) et chez le lapin, dans le
but d’ajuster la compréhension du role des genes chez des espéces non murines. A la fin de la these de Maéva
Elzaiat (2015), Geneviéve Jolivet avait entrepris de réaliser I'invalidation de DMRT1 chez le lapin, afin de tester
I’hypothese selon laquelle il pourrait jouer un réle déterminant dans I’'expression du gene SOX9 et I'activation
de la cascade génétique male. Grace a sa persévérance et sa patience, une lignée de lapin génétiquement
modifiée pour DMRTI1 a été établie, et I'étude du phénotype des gonades mutantes fait actuellement I'objet

principal de la thése d’Emilie Dujardin débutée en Octobre 2020.

4. Role de DMRT1 dans la détermination du sexe et le maintien de la fertilité chez les males :

Analyse du phénotype de lapin DMRT1 KO.

4.1.DMRT1, détermination du sexe et différenciation des gonades

Dans un premier temps, Emilie Dujardin s’est attachée a étudier et a décrire la détermination et la
différenciation gonadique chez le lapin en suivant la cinétique d’expression de différents marqueurs. Chez le
male, Emilie montre notamment que les expressions de SRY, DMRT1 et SOX9 sont séquentielles (figure 17).
L’expression de SRY débute ainsi dés 12 jpc, au niveau de cellules du mésenchyme sous-jacent a I'épithélium

|H

de surface (figure 17A) puis s’étend a I”ensemble des cellules somatiques en dehors de I’épithélium
ccelomique (14 et 15 jpc, figure 17B) (voir ANNEXE 1 p96 pour une chronologie comparée de la différenciation
gonadique souris, chévre, lapin). L'expression de DMRT1 est ensuite détectée a partir de 13 jpc (données
d’hybridation in situ non montrées) dans toutes les cellules somatiques de la gonade, y compris au niveau de
I’épithélium de surface (figure 17B). A partir de 14 jpc, I'expression de SOX9 peut étre détectée dans quelques
cellules au cceur de la gonade XY, puis s’étend a tout le mésenchyme sous cortical (15 jpc) avant d’étre
restreinte aux cordons testiculaires a 16 jpc, tout comme SRY et DMRT1.

Ainsi, d’apres les résultats obtenus par Emilie, il apparait que les cellules qui activent I'expression de SOX9
dans la gonade XY sont des cellules qui expriment a la fois SRY et DMRT1. A partir de 16 jpc, les cellules de

Sertoli sont « spécifiées ». L'expression de SRY diminue et SOX9 et DMRT1 restent exprimés dans les cellules

de Sertoli.
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Figure 17. Dynamique d’expression des marqueurs de la différenciation testiculaire. A. Expression de OCT4, SRY et DMRT1 a 12jpc.
Détection par hybridation in situ (RNAscope). Les crétes génitales se forment entre 11 et 12 jpc. Les cellules germinales sont encore
en cours de migration. Quelques-unes ont atteint la gonade comme en atteste le marquage OCT4 (téte de fleche). Un faible signal est
observé pour SRY (fleches). Aucun marquage n’est observé pour DMRT1. B. Expression de SRY, DMRT1 et SOX9 au cours de la
différenciation du testicule entre 14 et 18 jpc. L’expression de SRY est détectée par hybridation in situ (RNAscope), ; celles de DMRT1
et SOX9 par immunohistochimie. A 14 jpc puis 15 jpc, SRY est exprimé par les cellules du mésenchyme sous I’épithélium de surface.
A ces stades, DMRT1 est détecté dans toutes les cellules de la gonade (épithélium et mésenchyme). L’expression de SOX9 débute a
14 jpc, dans quelques cellules localisées au cceur de la gonade, puis s’étend a tout le mésenchyme sous cortical. A 16 jpc, SRY, DMRT1
et SOX9 sont détectés dans les cordons séminiféres en formation. A partir de 18 jpc, I’expression de SRY diminue dans les cordons.
Barres d’échelle = 50 pm.

Dans les gonades XX, I'expression de DMRT1 est aussi activée de facon similaire a ce qui peut étre observé
chez les XY (dés 13 jpc, données d’hybridation in situ, non montrées). A 14 jpc, la protéine DMRT1 est détectée
dans I'ensemble des cellules somatiques du futur ovaire. A 16 jpc, alors que la différenciation ovarienne
s’initie, comme en témoigne I'augmentation spécifique de I'expression de RSPO1 dans la gonade XX (figure

18B), I'expression de DMRT1 est maintenue dans les cellules somatiques (figure 18 A et B). Néanmoins a
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partir de 18 jpc, alors que I'expression de FOXL2 est initiée dans des cellules localisées au coeur de la gonade,
I’expression de DMRT1 commence a diminuer. Celle-ci se restreint ensuite progressivement a I'épithélium de
surface de I'ovaire (OSE : Ovarian Surface Epithelium) ou quelques cellules sont encore positives a 20 jpc, puis

disparait des cellules somatiques (figure 18 A, B, C).
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Figure 18. Différenciation de I'ovaire foetal de lapin. A. Immunodétection de DMRT1 dans la gonade XX entre 14 et 18 jpc. Toutes
les cellules de la gonade en formation sont marquées pour DMRT1 jusqu’a 16 jpc. A 18jpc I'expression de DMRT1 commence a se
restreindre a I’OSE. B. Dynamique d’expression de RSPO1, DMRT1, FOXL2 et OCT4 entre 16 et 20 jpc. A ces stades les gonades ont
été disséquées des mésonéphros. La différenciation ovarienne est marquée des 16 jpc par I’expression sexuellement dimorphique de
RSPO1. L’expression de FOXL2 ne débute qu’a partir de 18 jpc. Les niveaux d’expression ont été analysés par RT-gPCR ; les résultats
sont exprimés par rapport a 3 genes de référence Splicing Factor 1, H2AFX et HPRT1 (software Qbase). C. Localisation de I’expression
de RSPO1, DMRT1, FOXL2 et OCT4 a 20 jpc dans I'ovaire. L’expression de RSPO1 est détectée par hybridation in situ alors que celle
de DMRT1, FOXL2 et OCT4 est détectée par immunohistochimie.

4.2 Effets du Knock-out de DMRT1 sur la différenciation gonadique.
Depuis 2015, plusieurs essais d’invalidation du ggene DMRT1 chez le lapin avaient été réalisés a |'aide de TALEN
(Transcription activator-like effector nuclease). C’est finalement I'avénement de la technologie CRISPR/Cas9,

qui nous a permis d’obtenir et d’établir une lignée de lapins mutante pour DMRT1 (figure 19).
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Figure 19. Structure du géne DMRT1 et stratégie CRISPR/Cas9 chez le lapin. Le géne DMRT1 s’étend sur 116.2kb du chromosome 1
de lapin (+1: site d’initiation de la transcription; ATG: site d’initiation de la traduction; STOP: codon stop). Les exons traduits sont
représentés par des rectangles bleus numérotés. Les rectangles blancs représentent la 5’- et la 3’-UTR. Le domaine de liaison a ’ADN
(DM domain, souligné en rouge) s’étend sur les exons | et Il. Le troisieme exon (exon Ill) a été ciblé par le systeme CRISPR/Cas9 pour
induire des mutations. La position des deux guides (sgRNA1 and sgRNA2) est indiquée par les barres noires horizontales, ainsi que la
séquence PAM (NGG) et la position de la coupure induite par la Cas9 (fleche noire verticale). La séquence nucléotidique est indiquée
dessous (séquence des sgRNAs encadrée en rouge). La boite hachurée et les lettres bleues en gras pointent la séquence entre les
points de clivage théoriques et attendus. Dans I'allele mutant, le fragment clivé a été inséré en tandem au site de clivage. Ainsi, par
séquencage, une répétition a été trouvée (répétitions écrites en bleu et vert, sur le panel du bas). Cette insertion crée un décalage du
cadre de lecture et induit I"apparition d’un codon stop prématuré. L'utilisation d’un anticorps dirigé contre la partie N-terminale de
DMRT1 montre qu’aucune protéine mutante n’est produite (western-blot et immunohistochimie, données non montrées).

Les croisements réalisés entre lapins hétérozygotes DMRT1*" produisent une descendance DMRT17" stérile,
aussi bien chez les XY que chez les XX. Pour comprendre le réle de DMRT1l lors de la
détermination/différenciation gonadique dans les deux sexes, Emilie a engagé des analyses histologiques et
moléculaires au stade foetal de 20 jpc. A ce stade chez les foetus controles, le testicule et I'ovaire se sont

chacun engagés dans leur processus de différenciation.

e DMRT1 : un facteur déterminant du testicule chez le lapin

Pour les XY DMRT17, les études histologiques montrent une inversion sexuelle précoce des foetus qui
commencent a développer des ovaires a la place de testicules (figure 20A). Un épithélium de surface de type
« OSE » se développe au niveau cortical, ainsi que des cordons de types ovigéres dans la medulla. Les analyses
transcriptomique haut débit réalisées au méme stade (RNAseq) montrent clairement que les gonades XY
DMRT1” sont trés proches des ovaires controles et DMRT17-, méme si des spécificités peuvent étre observées
(figure 20B). L'expression de marqueurs typiques des cellules ovariennes est ainsi augmentée chez les XY
DMRT1”" (FOXL2, CYP19A1, RSPO1, LGR5, RUNXI...) ainsi que celle de nombreux marqueurs associés aux
cellules germinales (PRDM14, LIN28A, TFAP2C, OCT4, DDX4).

Ces résultats révelent qu’en absence de DMRT1 dans les gonades XY, les cellules somatiques et germinales

ont adopté un « destin femelle ».
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Figure 20. Effets de l'invalidation de DMRT1 dans des gonades de lapins a 20 jpc. A. Analyse histologique par coloration
Hématoxyline/Eosine. Les gonades XY DMRT1 -/- présentent une morphogéneése de type ovarienne. B. Représentation sous forme
de heat map des niveaux d’expression des transcrits gonadiques en fonction des génotypes XY/XX, contrdles et DMRT17-. Les
analyses DESeq?2 de différentes conditions 2 a 2 (XY contrdles vs XY KO ; XX contrdles vs XX KO ; XY KO vs XX KO et XY contréles vs XX
controdles) font apparaitre 3461 genes différentiellement exprimés dans au moins une des conditions (1<Log2 FC ou Log2FC<-1 et
pValue ajustée <0,05). Les niveaux d’expression de ces génes, regroupés en cluster par une analyse hiérarchique, sont présentés sous
forme de heat map. Ces regroupements font apparaitre 8 clusters présentant des profiles particuliers. Le contenu génique de ces
clusters est en cours d’analyse par Emilie. FC: Fold Change.

XX control l

L’expression du géne SOX9 est au contraire effondrée.

Les analyses immunohistochimiques réalisées révelent que quelques cellules tendent a exprimer la protéine
SOX9, mais aucune de ses cibles connues n’est activée (ex : AMH, DHH...) (figure 21A et B). Ainsi en absence
de DMRT1, SOX9 ne peut activer la cascade génétique male dans la gonade XY. Deux mécanismes
complémentaires sont suspectés : (i) sans DMRT1, SRY ne peut pas activer I'expression de SOX9 a un niveau
suffisant pour induire la masculinisation et (ii) sans DMRT1, SOX9 ne peut activer I’expression de ses génes
cibles. Ces deux aspects sont a relier avec I’hypothése d’un réle de facteur pionnier pour DMRT1 postulé par

le laboratoire de David Zarkower et discuté plus loin dans ce manuscrit (voir page 57 (Lindeman et al., 2021)).
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Figure 21. Expression de SOX9, AMH et SRY a 20 jpc. A. Immunodétection de SOX9 et de ’AMH dans des gonades XY contréles ou
DMRT1/-. Ces deux facteurs sont observés dans les cellules de Sertoli organisées en cordons séminiféres. Dans la gonade XY DMRT1
-/-, quelques cellules dispersées sont positives pour SOX9. Dans la gonade XX control, un léger marquage cytoplasmique est observé
dans le mésenchyme sous-jacent a I'OSE. B. Niveau d’expression de SOX9 (données de RNAseq), AMH et SRY (RT-qPCR) dans les
gonades XX et XY, contréles et DMRT17-. Pour SOX9 : TPM, Transcripts Per Million. Pour AMH et SRY, I'expression relative est
normalisée par 3 genes de références. Les lettres font apparaitre les différences statistiquement significatives entre conditions (pValue
ajustée <0.05).

L’expression de SRY au contraire est maintenue a un niveau élevé dans les gonades XY DMRT1 7~ (figure 21B)
ce qui i) confirme que c’est normalement SOX9 dans un testicule qui est responsable de la diminution
d’expression de SRY (tel que décrit chez la souris) et ii) peut laisser supposer que sans DMRT1, SRY est

incapable d’agir et de pallier a I'absence de SOX9 pour promouvoir la différenciation testiculaire.

L’ensemble de ces résultats nous permet de conclure et de valider notre hypothése de départ :

Le géne DMRT1 est impliqué dans la détermination testiculaire chez le lapin.

DMRT1 est indispensable pour I’expression du géene SOX9 au méme titre que SRY.

Chez la souris, plusieurs enhancers distaux régulent I’expression du gene Sox9 en fonction des tissus et des
stades de développement (32 enhancers décrits) (Gonen et al., 2018). Dans le testicule en particulier, il a été
montré que SRY peut activer I'expression de Sox9 en se fixant sur « I'Enhancer 13 » (pour rappel, voir figure
2 page 27). La région correspondant a cet enhancer apparait étre conservée a travers |’évolution chez les
mammiféres. Un a deux sites de fixation pour SRY peuvent y étre observés. Curieusement, I'ensemble des
mammiféres étudiés, sauf la souris et le rat, présente, en plus, un a plusieurs sites de fixation pour DMRT1
sur cette région (figure 22). Pour démontrer le lien direct entre DMRT1 et SOX9 chez le lapin, Emilie réalise
actuellement des ChIP avec un anticorps anti-DMRT1, en ciblant prioritairement I'analyse de la région de

I’enhancer 13.
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Figure 22. Localisation de sites de fixation de
facteurs de transcription au niveau de
I’Enhancer 13 de SOX9 chez les mammifeéres.
Les sites de fixation potentiels pour les
principaux acteurs de la détermination du
sexe ont été recherchés chez différentes
espéces de mammiferes. La souris ou le rat
ne possede pas de site pour DMRT1, alors
qu’un a plusieurs sites sont identifiés chez
I’'hnomme, le bovin ou le lapin (présentés ici),
mais aussi chez le porc, le chien, le dauphin,
I’orang-outan et le chimpanzé (voir la figure
supplémentaire S3 de la publication de
Gonen et al., 2018).

Les analyses histologiques réalisées au stade fcetal de 20 jpc ne montrent pas de différences notables entre

un ovaire DMRT1 7" et un ovaire contréle. Néanmoins, les données transcriptomiques obtenues font état de

416 génes dont I'expression est dérégulée en absence de DMRT1 dans I'ovaire : 223 up et 193 down régulés

(analyses DESeq2, pValue ajustée <0.05) (figure 23B). Parmi les termes enrichis (analyses XGR), on trouve la

voie de signalisation WNT avec une douzaine de génes qui y sont associés (figure 23A). En particulier,

I’expression de DKK1 (régulateur négatif de la voie WNT) est augmentée, alors que celle de RSPO1 (régulateur

positif) est diminuée (figure 23C). En accord avec un réle potentiel de DMRT1 sur la transcription du gene

RSPO1, I'étude de leur expression dans un ovaire de 20 jpc montre une localisation similaire (figure 18C).
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L’étude de stades plus avancés de la différenciation ovarienne chez les XX DMRT17- montre un maintien
anormalement long de I'expression de OCT4 dans les cellules germinales. Chez la souris il a été montré que
I'inhibition de la voie WNT/B-caténine spécifiquement dans les cellules somatiques de I'ovaire retardait le
processus de différenciation des cellules germinales femelles (maintien des marqueurs de pluripotence
comme SSEA1 et OCT4) (Le Rolle et al., 2021). Ainsi, chez le lapin, I'expression somatique de DMRT1 dans les
stades précoces du développement ovarien pourrait étre impliquée dans la régulation de la voie WNT/p-

caténine, et le processus de différenciation des cellules germinales.

En plus de son roéle via les cellules somatiques sur la différenciation de la lignée germinale, DMRT1 est aussi
exprimé directement par les cellules germinales XX et XY. En effet, dans I'ovaire, alors que DMRT1 disparait
des cellules somatiques, son expression augmente dans les cellules germinales (dés 20 jpc) (figure 18C) et est

maintenue jusqu’a leur entrée en méiose avant de disparaitre progressivement.

L’étude des ovaires XX DMRT1 - (ainsi que des « ovaires» XY DMRT1 ) montre une anomalie du
déroulement de la méiose des cellules germinales qui restent bloquées en pré-leptoténe (figure 24, 3 jpp)
(pour une description de la méiose chez le lapin, voir (Daniel-Carlier et al., 2013)). Par la suite, bien que
plusieurs cellules germinales soient encore présentes, les cordons ovigeres ne se fragmentent pas et aucun
follicule n’est observé (figure 24, 18 jpp). Ainsi, la folliculogenése ne peut se mettre en place en absence de
cellules germinales méiotiques, laissant supposer I'existence d’un signal entre les ovocytes | et les cellules
somatiques alentours. Au stade adulte, plus aucune cellule germinale n’est observée. Les gonades DMRT1"-
présentent de nombreuses cellules de type lutéal et des structures de type cordonal sont présentes dans la

medulla (figure 24, adulte). En conclusion, en absence d’expression de DMRT1, les lapines sont infertiles.

Chez la souris, DMRT1 est aussi exprimé dans les cellules germinales préméiotiques, ou il apparait controler
I’expression du géne Stra8 nécessaire a I'entrée en méiose (Baltus et al., 2006; Feng et al., 2021). Le KO de
Dmrtl chez la souris réduit en effet grandement I'expression de Stra8 dans l'ovaire foetal, mais de
nombreuses cellules germinales initient la méiose, et suffisamment de follicules ovariens sont formés pour
gu’a I'age adulte les femelles soient fertiles. Une subfertilité est néanmoins observée, a mettre en relation
avec une diminution du nombre de follicules (Krentz et al., 2011). Chez I’humain un seul cas d’IOP pouvant
étre attribuée a I’'hémizygotie de DMRT1 a été rapporté (Bartels et al., 2013). Nos résultats peuvent
augmenter l'intérét pour ce facteur de transcription chez les patientes atteintes d’insuffisance ovarienne.
Dans le modeéle lapin, le role de DMRT1 dans le contréle du processus méiotique constitue I'un des sujets

d’études de Namya Mellouk, chargée de recherche nouvellement recrutée dans I'équipe (2021).

55



XX Control XX DMRT1 XY DMRT1 *

o A 3
RXL
Q o %0
Q. v
. 3 /
- D
™ : 2 NGO R
s o o A
2 -

18 jpp

Adulte

Figure 24. Effets de I'invalidation de DMRT1 dans les gonades de lapin apreés la naissance. A 3 jpp dans un ovaire contréle, les cellules
germinales sont regroupées au sein de cordons ovigeres. On distingue une avancée dans le processus méiotique avec des cellules en
pré-leptoténe (PL), leptoténe (L) et zygoténe (Z). Dans les gonades XX et les XY DMRT17/-, la méiose est amorcée, mais les cellules
germinales apparaissent bloquées au stade pré-leptoténe (PL). A 18 jpc, les cellules germinales XX sont bloquées au stade diploténe
(D) de méiose | dans les ovaires contrdles. Les premiers follicules ovariens (F) sont en cours de formation selon un gradient centrifuge
(depuis le centre vers la périphérie). Dans les gonades DMRT1 -, les quelques cellules germinales restantes ne s’entourent pas d’une
assise de cellules somatiques : les follicules ovariens ne se forment pas. Chez I’adulte, les gonades sont dépourvues de cellules
germinales. Des structures en cordons sont observées ainsi que des cellules semblables a celles retrouvées dans les corps jaunes d’un
ovaire contrdle (CL, Cellule Lutéale). Barres d’échelle : 50 um.

Par ailleurs, DMRT1 est aussi exprimé par les cellules germinales XY dans le testicule. De fagon inattendue,
une infertilité secondaire apparait chez les males hétérozygotes DMRT1*" au cours du vieillissement. Cette
infertilité est plus ou moins précoce en fonction des individus, mais apparait en moyenne vers I’age de 2 ans,
et est marquée par un arrét total de la spermatogenése. Chez la souris, il a été montré que DMRT1 était
impliqué dans le contréle du maintien/renouvellement des spermatogonies souches dans le testicule adulte
(Matson et al., 2010; Zhang et al., 2016) et I'inhibition de I'entrée en méiose (Matson et al., 2010). Le second
volet de la these d’Emilie Dujardin consiste (i) a étudier I'expression de DMRT1 dans les cellules germinales
au cours du développement testiculaire du lapin et (ii) a analyser la différenciation des cellules germinales XY
et leur maintien chez les hétérozygotes DMRT1*",
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5. Discussion— Perspectives

Réles multiples de DMRT1 dans le testicule et dans I’ovaire

Chez le lapin, il apparait donc que DMRT1 joue différents réles dans les cellules somatiques XY et XX, mais
aussi dans les cellules germinales des deux sexes qui ont pourtant des destins trés différents. Ces
observations, ainsi que celles accumulées chez la souris depuis de nombreuses années montrent la diversité
des fonctions exercées par DMRT1 au cours de la gonadogénése et de la gamétogenése. Compte tenu de
cette diversité, la question du mode d’action de DMRT1 se pose. Par exemple, d’'un point de vue
mécanistique, comment DMRT1 peut-il favoriser I'arrét mitotique des cellules germinales XY en période
foetale, puis au contraire activer la mitose des (pro)spermatogonies apres la naissance (Fahrioglu et al., 2007;
Krentz et al., 2009) ? ou bien comment DMRT1 aide-t-il a maintenir les cellules spermatogoniales souches
tout en favorisant par ailleurs la différenciation et la prolifération des spermatogonies (Matson et al., 2010;
Zhang et al., 2016) ? Plus intrigant encore, comment DMRT1 peut-il réprimer I'expression de Stra8 dans les
spermatogonies (Matson et al., 2010), alors qu’il I'active dans les ovogonies (Krentz et al., 2011; Matson et
al., 2010)? Sur la base de sa capacité a déclencher la reprogrammation du destin cellulaire de cellules
différenciées (cellules de la granulosa qui transdifférencient en cellules de type Sertoli quand DMRT1 est
surexprimé dans un ovaire adulte), le laboratoire de D. Zarkower postule depuis plusieurs années que DMRT1
pourrait agir en tant que facteur pionnier (Lindeman et al., 2015). Selon cette hypothése, DMRT1 permettrait
I'ouverture de domaines chromatiniens fermés pour d'autres régulateurs transcriptionnels. Ainsi, son
interaction avec des protéines partenaires, qui ont des fonctions plus spécialisées et une expression plus
restreinte, pourrait permettre a DMRT1 de remplir des fonctions de régulation spécifiques au contexte

cellulaire.

DMRT1, un facteur pionnier ?

Les facteurs pionniers constituent une classe particuliere de facteurs de transcription. lls interviennent
notamment lors des stades précoces du développement embryonnaire, au cours desquels ils dirigent la
transcription des genes impliqués dans la différenciation cellulaire (King and Klose, 2017). Contrairement aux
facteurs de transcription classiques, les facteurs pionniers ont la capacité de reconnaitre et lier leurs sites de
fixation malgré un environnement chromatinien défavorable dans lequel leur site est masqué par les
nucléosomes. Une dizaine de facteurs pionniers sont aujourd’hui connus (SOX2, OCT4, KLF4, FOXA1...) (pour
revue (lwafuchi-Doi, 2019)), mais il existe un grand nombre de candidats potentiels dont le statut n’est pas
encore completement établi. Au niveau mécanistique, |a fixation des facteurs pionniers sur ’ADN entraine un
déplacement de I’histone H1 linker, favorisant la décompaction de la chromatine, puis le recrutement de co-
facteur(s) remodelant permettant I’éviction ou le déplacement des nucléosomes (Zaret, 2020). Il a de plus
été montré que certains facteurs pionniers pouvaient constituer des pré-marqueurs d’enhancer: la

chromatine est ouverte, mais les marques épigénétiques caractéristiques des enhancers actifs ne sont pas

57



encore déposées (H3K27ac...) (Kim et al., 2018). C'est apreés la fixation des facteurs de transcription
spécifiques que I'activation de I'’enhancer se manifeste.

En ce qui concerne DMRT1, Lindeman et collaborateurs (2021) ont récemment pointé SOX9 comme candidat
de choix pour agir avec DMRT1 dans ses roles somatiques chez le male (Lindeman et al., 2021). En particulier,
ils montrent que ces deux facteurs ont de nombreuses cibles communes, et qu’en absence de DMRT1, SOX9
ne peut se fixer sur ces cibles. Toutefois, chez la souris, le role pionnier de DMRT1 pour SOX9 ne s’exercerait
gu’apres la naissance. DMRT1 n’est en effet pas nécessaire a I'action masculinisante de SOX9 en période
foetale (cf. absence de phénotype dans le testicule foetal Dmrt17 chez la souris, (Raymond et al., 2000)).
L’explication avancée par les auteurs est que la chromatine serait dans un état plus permissif chez le feetus,
permettant a SOX9 d’agir directement sur ses cibles. Cette hypothése s’appuie notamment sur la description
d’un profil chromatinien similaire dans les précurseurs des cellules de soutien XX et XY, ou de nombreuses
régions communes présentent une structure ouverte (Garcia-Moreno et al., 2019). Néanmoins, si un paysage
épigénétique particulier se dessine dans ces précurseurs, il est vraisemblable que certains facteurs communs
aux deux sexes soient intervenus de fagon a « primer » les régions clés pour la suite du programme male ou
femelle. On peut alors proposer que d’autres facteurs jouent un role pionnier en période foetale, et qu’ils sont
susceptibles de suppléer a I'absence de DMRT1 chez la souris. Il pourrait s’agir d’'un autre facteur DMRT,
comme DMRT3 qui est exprimé dans les précurseurs de soutien des deux sexes (Jameson et al., 2012) ; ou un
autre facteur plus générique de la gonade comme GATA4 dont le role pionnier a été démontré dans le foie

(Zaret and Carroll, 2011).

DMRT1 et activation de I’expression de SOX9

A I'aune de ces hypothéses et de nos résultats, nous proposons que DMRT1 est un facteur pionnier chez le
lapin qui permettrait a SOX9 d’agir sur ses cibles. Ce role s’exercerait néanmoins des la période foetale chez
cette espéce, pour promouvoir la différenciation des cellules de Sertoli. En accord avec cette idée, bien que
de la protéine SOX9 puisse étre détectée dans les gonades homozygotes mutantes XY DMRT17, celle-ci ne
peut activer (ou réprimer) ses cibles en absence de son facteur pionnier (absence d’expression d’AMH par
exemple). Nous postulons par ailleurs que DMRT1 agisse aussi comme facteur pionnier pour SRY. SOX9 et SRY
appartiennent en effet a la méme famille de facteurs de transcription et partagent des cibles communes sur
I’ADN (Li et al., 2014). Dans notre hypothese, DMRT1 serait requis pour ouvrir la chromatine au niveau de
I’enhancer 13 et permettre a SRY de se fixer sur I’ADN (figure 25A). En absence de DMRT1, la conformation
chromatinienne ne permettrait pas a SRY de se fixer de facon optimale et I'expression de SOX9 ne serait que
faiblement activée (figure 25B). En accord avec cette hypothése des niveaux considérables de transcrits SRY
sont détectés chez les XY homozygotes mutants (DMRT1 7*), sans pour autant que cette surexpression de SRY
ait un impact sur la différenciation gonadique : en absence de DMRT1, SRY ne peut agir. Dans une gonade XX,
I’expression de DMRT1 est réprimée dans les cellules somatiques lorsque celle de FOXL2 est activée (figure

25C). Ainsi en absence de DMRT1, I'expression de SOX9 ne peut pas étre up-régulée et on peut par ailleurs

58



supposer que FOXL2 (et ESR1/ESR2 ?) pourrait venir réprimer 'expression de SOX9 comme ce qui a pu étre
montré dans I'ovaire de souris (Georges et al., 2014; Nicol et al., 2018a). Enfin, nos analyses réalisées chez la
chévre, montrent qu’en absence de FOXL2 dans la gonade XX (chévre XX PIS” ou XX FOXL2""), un maintien de
I’expression de DMRT1 est observé (Elzaiat et al., 2014). On peut alors proposer que DMRT1 maintiendrait
une ouverture chromatinienne de I’enhancer 13 suffisamment longtemps pour que le peu d’expression de
SOX9/SOX9 existant dans une gonade XX puisse s’accumuler et agir a la place de SRY pour autopromouvoir
son activation (figure 25D). En accord avec cette hypothése, un délai d’environ 4 a 5 jours pour I'initiation de
la formation des cordons séminiféres est observé chez les XX homozygotes mutants pour FOXL2 (XX PIS”") par

rapport a la cinétique décrite classiquement dans un testicule XY (Pailhoux et al., 2002).
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Figure 25. Modéle alternatif de la détermination du sexe chez les mammiféres. A. Dans une gonade XY controle, la conformation de
la chromatine en amont du gene SOX9 est plutot répressive ou peu permissive. Une activité transcriptionnelle de base, trés faible,
existe néanmoins pour le géne SOX9 (et ceci dans les gonades des deux sexes). DMRT1 peut se fixer sur son site présent au niveau de
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I’enhancer 13 (pastille verte) bien qu’il soit empaqueté dans un nucléosome (step 1). En tant que facteur pionnier, il recrute des
facteurs de remodelage de la chromatine qui vont permettre I’ouverture du domaine chromatinien autour de I’enhancer 13 (éviction
de I’histone H1 et déplacement des nucléosomes) (step 2). Le site de fixation pour SRY est alors exposé et accessible (pastille bleue),
et SRY peut se fixer et activer I'expression de SOX9 (step 3). B. Dans une gonade XY DMRT1 -/-, la conformation chromatinienne ne
permet pas a SRY de se fixer correctement et d’exercer pleinement ses fonctions sur I’activation transcriptionnelle de SOX9 (step 1).
Ainsi une moindre activation de I’expression de SOX9 est obtenue, et moins de protéine est produite. En absence de DMRT1, SOX9
ne peut activer ses cibles et les gonades XY DMRT1 /- entrent dans un processus de différenciation ovarienne. L’expression de FOXL2
pourrait alors venir réprimer la transcription de SOX9 en se fixant sur I'enhancer 8, situé a 838 kb du géne SOX9 (pastille rose) tel que
décrit dans I'ovaire fcetal de souris ou les cellules de granulosa (ChIP-seq FOXL2, (Georges et al., 2014; Gonen et al., 2018; Nicol et al.,
2018b)) (step 2). C. Dans la gonade XX contréle, FOXL2 réprime I’expression de DMRT1 (step 1) et réprime I'expression de SOX9 (step
2). D. Dans une gonade XX FOXL2"7- ou XX PIS7- (modéle caprin), en absence de FOXL2, DMRT1 continue a étre exprimé (step 1). DMRT1
peut alors se fixer sur I’enhancer 13 et recruter des facteurs de remodelage chromatinien pour déplacer les nucléosomes et ouvrir la
chromatine, exposant le site de liaison pour SRY. L’activité transcriptionnelle basale de SOX9 continue, et la protéine SOX9 s’accumule
dans les cellules somatiques XX. SOX9 et SRY partageant les mémes sites de fixation, SOX9 peut alors se fixer sur I’enhancer 13 en
conformation permissive et activer sa propre transcription (step 3). Created with BioRender.com

Afin de pouvoir démontrer ce modele, il faut a présent caractériser les paysages épigénétiques des gonades
foetales de lapin en fonction de I'expression ou non de DMRT1 (comparaison de gonades contrbles et DMRTI
/). Deux approches complémentaires sont a privilégier : 'étude de 'ouverture chromatinienne et 'analyse
de I'état d’activation des régions régulatrices. La technique d’ATAC-seq utilisée a un stade précoce du
développement gonadique permettra d’apprécier I'état d’ouverture de la chromatine spécifique a la gonade
XX ou XY et de caractériser les sites dont I'ouverture est associée a I'expression de DMRT1 (comparaison
contrdles/DMRT17). Dans un deuxiéme temps, I'évaluation des modifications d’histones enrichies au niveau
de ces sites permettra de renseigner I'état d’activation des régions régulatrices putatives. Afin d’étudier le
profil de différentes marques épigénétiques (modifications d’histones) sur des quantités restreintes de
matériel biologique, nous développons dans I'équipe les techniques de CUT&RUN et de CUT&TAG
(financement du département PHASE, APl 2021 EpiNEXT, collaboration intraBREED avec I’équipe EPEE). Pour
étudier la régulation épigénétique de I'expression des genes, plusieurs marques d’histones retiennent notre
attention : H3K4me3 (promoteurs actifs), H3K4mel (enhancers « primés»), H3K27ac (enhancers et
promoteurs actifs), H3K27me3 (enhancers et promoteurs réprimés). Des difficultés sont actuellement
rencontrées avec la technique de CUT&RUN (digestion Mnase aléatoire), tandis que la technique de CUT&TAG
semble plus prometteuse (digestion avec la transposase Tn5) (Kaya-Okur et al., 2019). Une fois la technique
validée a partir de 10 000 a 50 000 noyaux par marque d’intérét, les profils épigénétiques de ces différentes
marques pourront étre étudiés au moment de la différenciation du sexe gonadique chez des feetus controles
et DMRT1”/". Néanmoins, pour pouvoir travailler & partir de gonades « pures » (séparées du mésonéphros
adjacent), le stade le plus précoce qui pourra étre étudié est le stade 16 jpc, ou les cordons séminiféres sont
déja observés chez les XY et ol RSPO1 est déja surexprimé dans la gonade XX. Pour pouvoir réaliser une
analyse pertinente a des stades plus précoces il nous faudrait utiliser une approche « single-nucleusl » de
type ATAC-seq single-nucleus ou multiomiques single-nucleus combinant ATAC-seq et RNA-seq, (en cours de
développement dans I'équipe). Ces approches pourraient présenter une solution pour étudier la
détermination du sexe selon une cinétique de développement : 12, 14, 16, 18 jpc dans les gonades XY et XX,

depuis I'allumage de I'expression de SRY chez les males, jusqu’a I'expression de FOXL2 chez les femelles.
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DMRT1 et différenciation ovarienne

Dans les gonades femelles, le réle somatique de DMRT1 reste plus mystérieux. Un lien possible avec la voie
WNT/B-caténine est suspecté ce qui pourrait avoir des répercussions sur la différenciation des cellules
germinales. Néanmoins DMRT1 étant exprimé aussi par les gonocytes, il est difficile de distinguer un réle
direct, d’'un role indirect. De facon plus discréte, il est aussi noté une diminution significative de I'expression
de deux enzymes de la stéroidogenese CYP11A1 et CYP17A1, ainsi qu’une diminution de DHH qui a été
montré chez la souris comme étant impliqué dans la différenciation des cellules des theques et ainsi dans la

production de testostérone par I'ovaire (Liu et al., 2018) (figure 26).
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DMRT1 serait-il impliqué dans la différenciation des cellules stéroidogénes de |'ovaire foetal de lapin?
L’expression de CYP19A1/aromatase produite par un autre type cellulaire n’est, par contre, pas affectée. Mais
si la production de testostérone diminue, un déficit de synthese d’estrogenes pourrait en résulter. Il serait
alors intéressant de doser la production de 17B-estradiol dans I’ovaire faetal DMRT17" lors des premiers stades
de développement ovarien. Chez le lapin, il existe en effet une production d’estrogénes dans I'ovaire feetal
avant I'entrée en méiose des cellules germinales et nous avons montré par la réalisation d’'un KO de
CYP19A1/Aromatase (TALE nucléase) que I'absence d’estrogénes impactait la prolifération des cellules
somatiques de I'ovaire qui présente une taille réduite et développe une réserve folliculaire restreinte (Jolivet
et al., 2022). L'une des particularités du lapin par rapport a ce que nous avons précédemment montré chez
la chévre ou chez le poulet, est que I'expression de CYP19A1/aromatase débute avant celle de FOXL2 (figure
27A). Il a par ailleurs été montré que le pic de synthese d’estrogenes dans I'ovaire était atteint a 20 jpc puis
diminue en I'espace de quelques jours (Gondos et al., 1983). En relation avec ce pic d’estrogénes dans un
ovaire controle, I'expression de FOXL2 est grandement augmentée entre 20 et 22 jpc, alors que celle de
DMRT1 continue de diminuer (figure 27A et B). Dans les gonades XX CYP19A17", 'expression de FOXL2 s’initie,
mais est drastiquement réduite en absence d’estrogénes : I'augmentation de son expression entre 20 et 22
jpc, n’est pas observée. Nous avons dernierement étudié I'expression de DMRT1 dans ces mémes gonades et
avons ainsi pu observer que son expression était quant a elle maintenue entre 20 et 22 jpc dans les ovaires
CYP19A1-/- (figure 27B), sans toutefois que I'expression de SOX9 soit induite dans I'ovaire (Jolivet et al.,
2022).
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Les interrelations entre DMRT1, FOXL2 et les estrogénes ont été explorées chez plusieurs especes.

Chez le poulet, I'équipe de M. Clinton a clairement démontré par CRISPR/Cas9 que DMRT1 était le
déterminant du testicule (loannidis et al., 2021). La perte d’une dose de DMRT1 dans une gonade ZZ
(DMRT1+/-), induit I'expression de FOXL2 et I’activation de la différenciation ovarienne (inversion sexuelle).
Ainsi, DMRT1 réprime |'expression de FOXL2 dans la gonade male. Mais, dans les premiers stades de la
différenciation gonadique, DMRT1 est aussi exprimé dans I'ovaire (ZW) par les cellules somatiques. Au cours
de la différenciation ovarienne, I'expression de DMRT1 diminue de facon concomitante a I'augmentation de
celle de FOXL2 et de I'activation de la synthése d’estrogénes (activation de I'expression de CYP19A1 par
FOXL2) (Zhao et al., 2022). D’aprés leurs expériences (utilisation d’inhibiteur de I'aromatase chez un ZW qui
induit le maintien de I'expression de DMRT1), I'équipe de M. Clinton conclue que ce sont les estrogénes qui
répriment DMRT1. Néanmoins, il me semble qu’il pourrait tout autant s’agir de FOXL2 (I'expression de FOXL2

étant elle-méme régulée par les estrogénes) ou d’une action commune des deux.

Chez la chévre, nous avons montré dans une gonade XX, qu’en absence d’expression de FOXL2, CYP19A1
/aromatase ne s’exprimait pas et que I'expression de DMRT1 augmentait conduisant a I'activation de SOX9
et la différenciation testiculaire (Elzaiat et al., 2014; Pailhoux et al., 2002). Compte tenu de la chronologie
d’expression des genes, il est hautement probable que ce soit FOXL2 qui soit responsable de I'inhibition de
DMRT1 dans l'ovaire en différenciation, mais une action conjointe avec les estrogenes, qui viendraient

renforcer I'effet répressif, n’est pas a exclure.

Chez la souris, les expériences de ChIP-seq réalisées a partir d’ovaire foetal montrent que FOXL2 peut se fixer
directement sur le promoteur de DMRT1 (Nicol et al., 2018b). Néanmoins, une dérégulation de I'expression
de DMRT1 en relation avec la sous-expression de FOXL2 dans I'ovaire (KO de Fox/2) (Garcia-Ortiz et al., 2009)
ou sa surexpression dans une testicule (Nicol et al., 2018b) n’a jamais été mise en évidence dans la gonade

foetale de souris.

Chez le lapin, les relations entre ses trois intervenants dans |'ovaire n’est pas encore claire. Les estrogenes

pourraient tout a la fois réprimer DMRT1 et up-réguler FOXL2, mais DMRT1 pourrait aussi réprimer FOXL2 et
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FOXL2 réprimer DMRT1. Néanmoins, grace au modele lapin, nous avons pu démontrer I'une des hypotheses
issues de notre travail chez la chévre, a savoir que DMRT1 était bien un facteur déterminant du testicule
chez les mammiféres. Mais, les liens et fonctions de FOXL2, CYP19 et DMRT1 dans I'ovaire de lapin pourraient
étre différents de ce que nous avions décrits chez la chévre. Il apparait que la différenciation et la
morphogenese précoce de |'ovaire présente une grande diversité chez les mammiferes. Il nous faut
aujourd’hui mieux caractériser cette étape chez le lapin. Différentes expériences de single-cell RNAseq et de
multiomique single-nucleus (ATAC-seq et RNA-seq) ont été réalisées ou vont étre prochainement
développées a différents stades de la morphogénése ovarienne. Ces projets initiés a I'origine pour mieux
décrire le processus de gamétogenese chez le lapin (voir le détail dans 'axe 2 ci-apres) pourront apporter un
éclairage substantiel sur les populations somatiques de I'ovaire et leurs états de différenciation au cours de

Ce processus.

Au cours des dernieres années, plusieurs aspects de mes recherches bien qu’initiés pour des
guestionnements sur la différenciation de la lignée des cellules de soutien m’ont conduite aussi a m’intéresser
a la lignée germinale. En paralléle, de ce premier axe de recherche, j’ai initié plusieurs projets directement en
lien avec la différenciation des cellules germinales femelles (lapin) et males (ruminants et lapins). Pour deux
d’entre eux, isoler des populations/sous populations de cellules germinales a été nécessaire pour
appréhender leur transcriptome et/ou méthylome. Cet aspect a nécessité le développement de différentes
approches méthodologiques qui ont constitués une grande partie de mon travail en tant que principale

investigatrice, encadrante et coordinatrice de projet.
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C. AXE2

DIFFERENCIATION DE LA LIGNEE GERMINALE ET FERTILITE

Introduction, Historique et Objectifs

Chez les mammiféeres, la fertilité d’un individu ainsi que la transmission a sa descendance d’informations
génétiques et épigénétiques de qualité, sont intimement liées au bon déroulement de la différenciation des
gonades et en particulier de la lignée germinale. Dans les gonades, un dialogue harmonieux entre les cellules
germinales et leurs cellules somatiques environnantes est indispensable et débute dés la vie foetale par la
détermination de leur devenir. Lorsque les premieres cellules germinales colonisent les crétes génitales, ces
dernieres sont encore indifférenciées. La détermination du sexe s’initie néanmoins rapidement et les
cascades génétiques caractéristiques de I'un ou I'autre sexe se mettent en place afin d’orienter les gonades
vers une différenciation testiculaire ou ovarienne. Ce sont les cellules somatiques, principalement les cellules
de soutien du testicule (Sertoli) ou de l'ovaire (pré-granulosa), qui vont orchestrer ces processus
morphogénétiques et qui sont a 'origine de I'orientation du devenir des cellules germinales vers une

différenciation de type male (prospermatogonies) ou femelle (ovocytes).

Les cellules germinales primordiales (CGP) sont spécifiées a I'extérieur de 'embryon, a la base de I’allantoide,

puis vont migrer a travers I’embryon jusqu’aux crétes génitales. Au cours de ce processus, la méthylation de

I’ADN des CGP s’efface progressivement pour atteindre son plus bas niveau au moment ou les cellules
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Dans l'ovaire, les ovocytes | ainsi différenciées ne vont débuter la reméthylation de leur génome que lors de
la maturation ovocytaire au cours de la croissance folliculaire. Dans le testicule, les pro-spermatogonies vont
maturer en spermatogonies apres la naissance puis entrer en méiose lors de la puberté. Ces processus sont
bien décrits chez la souris, mais restent encore peu documentés, voir inconnus chez le lapin ou les ruminants.
Les difficultés auxquelles nous sommes confrontés chez ces espéces sont liées (i) a I’asynchronie de ces
processus au sein des cellules, mais aussi (ii) a I’'absence d’outils permettant de sélectionner les populations

d’intérét.
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Trois projets ont été développés sur (i) l'initiation de la méiose dans l'ovaire foetal de lapin, (ii) la
reprogrammation épigénétique des cellules germinales males chez les ruminants (période foetale, post-natale
et adulte) et (iii) le role des estrogénes sur la spermatogénése dans le testicule adulte de lapin.

Ce dernier aspect ne sera néanmoins pas détaillé plus loin dans le rapport. Il a fait I'objet du stage de master
2 d’Audrey Albina que j'ai encadré (sept/oct 2019, puis janvier a juin 2020). Ce sujet fait suite au
développement de la lignée de lapins mutante pour le géne CYP19A1 précédemment évoquée (Jolivet et al.,
2022). En plus d’étre synthétisés dans I'ovaire, les estrogenes sont aussi produits dans le testicule adulte de
lapin par les cellules germinales. L'étude amorcée par Audrey Albina montre qu’en absence d’estrogenes, les
males CYP19A1 KO présentent une subfertilité associée a des défauts flagellaires et une diminution de la
motilité des spermatozoides. J'ai confié la suite de cette étude a Aurélie Dewaele (Assistante Ingénieure dans
I’équipe) qui a finalisé ces travaux et une publication est en cours de rédaction (voir page 82).

Ainsi, ne sont détaillés ci-dessous que les deux principaux projets concernant les cellules germinales femelles
de lapin et les cellules germinales males de ruminants. Ces projets, que j'ai coordonnés, ont mobilisés

plusieurs membres de I'équipe DGP et de |'unité BREED.

1. Dynamique de différenciation des cellules germinales dans I’ovaire foetal de lapin

L’essor des techniques de single-cell RNA-sequencing ces derniéres années a permis de mieux caractériser
les différentes populations cellulaires, voire les différents états de différenciation d’une lignée de cellules au
sein d’un organe entier. En particulier, la technologie chromium proposée par 10XGenomics permet d’obtenir
de fagon simple de nombreuses données permettant de créer un atlas des cellules composant un organe a
un instant donné. Grace a I'obtention d’un crédit incitatif de notre département INRAE (PHASE,Physiologie et
Systeme d’Elevage) nous avons pu utiliser cette technologie afin de commencer a décrire les trajectoires de
différenciation des cellules composant des ovaires foetaux de lapin. Deux stades de développement ont été
choisi correspondant (i) a une phase de prolifération des cellules germinales XX (24 jpc) et (ii) a une phase
d’initiation de I'entrée en méiose (28 jpc). Avec I'appui technique de différents membres de I’équipe, nous
avons mis au point un protocole de dissociation de gonades fcetales, et des suspensions cellulaires de qualité
ont pu étre obtenues (80 a 90% de cellules vivantes). Pour chaque stade deux réplicas biologiques ont été
préparés et 10 000 cellules de chaque suspension cellulaire ont été chargées sur la puce du Chromium de

10XGenomics (plateforme 12BC, CNRS, Gif-sur-Yvette).
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Figure 29. Protocole mis en place pour I'analyse single-cell RNAseq a partir d’ovaire foetaux de lapin a deux stades du
développement : 24 et 28 jpc (également noté E24 ou E28).

Aprés émulsion et individualisation des cellules, une lyse et une transcription inverse du contenu
transcriptomique de chaque cellule (identification par des « étiquettes » moléculaires ou UMI, Unique
Molecular Identifier) ont été réalisées avec le kit Chromium Next GEM Single Cell 5' Reagent v2 (10X
genomics). Pour les quatre échantillons, des banques ont été préparées et séquencées par la plateforme 12BC

(>60 000 reads 75PE / cellules) (figure 29).

L'obtention des données issues du séquencage a coincidé avec l'arrivée de notre nouvelle chargée de
recherche, Namya Mellouk, début 2021. Ainsi Namya, accompagnée par les bio-informaticiens de I'équipe et
de l'unité, prend a présent en charge les analyses de ces données qui constituent une premiere approche
pour encrer son sujet sur la différenciation des cellules germinales femelles de lapin. Le traitement
informatique des données a d’abord consisté a aligner les « reads », les assigner a des genes par cellule et a
les compter (comptage des UMI) avec le pipeline Cell Ranger v5.0.1 (fourni par 10x Genomics). Les données
ont été alignées sur le génome de référence de lapin (OryCun 2.0.101) pour lequel les séquences UTRs ont
été étendues et corrigées par I'équipe de bioinformatique a I'aide de données RNAseq disponibles dans les
bases de données publiques (amélioration de I'annotation des 5’ et des 3’ UTR). Sur les 10 000 cellules
chargées sur une puce du Chromium, entre 8 000 et 8 500 ont effectivement pu étre isolées pour chaque
échantillon, ce qui constitue un rendement satisfaisant. La normalisation de I'expression génique, le
regroupement et la visualisation UMAP ont été effectués avec le package Seurat et le package ggplot2 sous R
(version 4.0.3). Jusqu’a présent les quatre échantillons ont été traités individuellement. L'analyse
hiérarchique des différentes populations cellulaires a révélé 15 et 14 clusters distincts a 24 et 28 jpc
respectivement. Pour classer chaque population cellulaire, nous avons analysé les profils d’expression
transcriptionnelle de marqueurs spécifiques de différents types cellulaires (figure 30). Dans un deuxieme
temps, I'analyse sera affinée en étudiant plus particulierement les clusters correspondants aux cellules
germinales et aux cellules de pré-granulosa notamment, afin d’identifier des sous populations (sous-clusters)

et de caractériser la trajectoire de différenciation de ces cellules dans I'ovaire fcetal.
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Figure 30. Représentation des clusters cellulaires observés dans un ovaire foetal de lapin a 24 et 28 jpc. Analyses préliminaires de
données issues de single cell RNA-seq a 24 jpc (A) et 28 jpc (B). Les cellules de I'ovaire foetal ont été regroupées en différents clusters,
en fonction de leur contenu transcriptomique. Ces diagrammes présentent I'analyse d’un seul jeu de données pour chaque stade,
bien que des duplicats ont été réalisés a chaque fois. L'identité de chaque cluster est ensuite définie sur la base de marqueurs connus
comme étant spécifiques des différents types cellulaires. A 24 jpc, un seul cluster de cellules germinales est observé (cluster 5 en
vert), alors que deux clusters (cluster 2 et 9) sont détectés a 28 jpc, certaines cellules germinales ayant débuté leur méiose (marqueurs
tels que STRA8). De nouvelles analyses des clusters les plus pertinent vont étre réalisées (clusters des cellules germinales en
particulier), de fagon a caractériser et décrire des sous-populations de cellules et comprendre leur trajectoire de différenciation.

Des difficultés liées a la qualité du génome de lapin (version actuelle OryCun2.0.101) sont apparues
(problémes d’assemblage et d’annotation des génes). L’identification des clusters reposant sur la recherche
de marqueurs connus comme étant caractéristiques des différents types cellulaires, leur absence ou mauvaise
annotation dans le génome de référence nous freine dans nos analyses. En attendant la publication d’une
nouvelle version qui est en cours d’annotation par I'université d’Uppsala (OryCun3.0), nous créons notre
propre génome de référence en incrémentant la version actuellement disponible avec nos genes d’intérét
(identifié parmi les séquences de la version OryCun3.0) ou en réannotant manuellement par homologie de

séquence les unités transcriptionnelles non renseignées (recherche d’orthologues...). L'ensemble de ces

données devraient nous permettre de préparer une publication courant 2022.

Malgré ces difficultés, cette premiére expérience dans le domaine des analyses omiques cellule par cellule a
convaincu I'équipe de la valeur de cet investissement pour avancer dans la connaissance des processus de
différenciation cellulaire. Ainsi, Namya Mellouk va a présent développer une approche « multiomique » sur
noyau individuel permettant simultanément d’avoir accés a I'expression des génes (RNA-seq) et a 'ouverture
chromatinienne associée (ATAC-seq) au sein de la méme cellule (technologie multiome de 10XGENOMICS).
L'utilisation de cette méthode a plusieurs stades de la différenciation de la lignée germinale femelle (depuis
la sortie de I'état de pluripotence jusqu’au pic de méiose : stade 20 jpc, 28 jpc, 1 jpp et 9 jpp), nous permettra
de décrire les interactions géniques nécessaires a I'établissement du stock d’ovocyte | chez le lapin. Namya a
pu obtenir un financement sur ce sujet aupres du département PHASE d’INRAE (Appel a Projet Innovants
2022, DYRECTOME : Dynamique de Régulation de la Chromatine et du Transcriptome dans I'Ovaire de Lapin

en Méiose).
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2. Reprogrammation épigénétique des cellules germinales males chez les ruminants
Projet GERMIMALE. Financement APIS-GENE 2017-2022. Coordination Maélle Pannetier.

Collaborations intra-BREED équipes DGP et MECP2 & Société ALLICE.

Comme explicité plus haut, les lignées germinales males et femelles subissent un processus de
reprogrammation épigénétique au cours de leur différenciation. Lors de leur migration puis de la colonisation
des crétes génitales, les cellules germinales primordiales effacent la méthylation de leur ADN afin d’acquérir

ultérieurement un nouveau pattern de méthylation spécifique du sexe de la gonade (figure 31).
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Figure 31. Reprogrammation épigénétique : Dynamique de la méthylation de I'ADN au cours du développement chez la souris
(issue de (Smallwood and Kelsey, 2012)). Les cellules germinales primordiales (PGCs, Primordial Germ Cells) se différencient dans
I’'embryon a E7.5 (Embryonic day 7.5 soit 7,5 jpc). De fagon concomitantes a leur prolifération et a leur migration vers les crétes
génitales, les PGC effacent la méthylation de leur ADN (lighe noire). En fonction du sexe génétiques des PGC, un niveau de base de
méthylation est néanmoins conservé (7% chez les XX et 14% chez les XY) (Seisenberger et al., 2012). Suite a la détermination du sexe,
de nouveaux paysages de méthylation de I'ADN sont établis selon une cinétique et un pattern différent entre les foetus males et
femelles. Chez le male (ligne bleue), la méthylation de novo a lieu avant la méiose dans les cellules qui ont arrété leurs mitoses (phase
GO0/G1 ; pro-spermatogonies) et s'achéve avant la naissance. Chez la femelle (ligne rouge), les cellules germinales XX entrent en
méiose et s'arrétent au stade diploténe de prophase | (ovocyte 1). La méthylation de I'ADN s’établit aprés la naissance pendant la
phase de croissance folliculaire et ovocytaire. A la puberté, sous |’ effet de I’axe hypothalamo-hypophysaire, les ovocytes en croissance
terminale (GV : Germinal Vesicle) reprennent la premiére division méiotique quelques heure avant I'ovulation. Aprés I'expulsion du
premier globule polaire, les ovocytes s'arrétent en métaphase de la deuxieme division méiotique (ovocytes Mll) et la méiose ne
s'achéve qu'a la fécondation. Suite a la fécondation, une nouvelle vague de déméthylation de I'ADN se produit, de fagcon différente
en fonction des génomes parentaux. Chez le zygote, la méthylation de I'ADN du génome paternel est rapidement effacée par un
mécanisme actif (ligne bleue). La déméthylation du génome maternel est plus lente (ligne rouge) et dépend de la réplication de I'ADN
(déméthylation passive). Ces événements de déméthylation post-fécondation n'incluent pas les gDMR des genes soumis a I’'empreinte
parentale (germline Differentially Methylated Regions) (ligne pointillée verte). Parallelement a I'implantation du blastocyste et a la
détermination des lignées cellulaires, de nouveaux paysages de méthylation s'établissent.

Ces processus de reméthylation se mettent en place a des stades différents entre males et femelles. En
particulier chez le male, ces processus débutent dés la vie in utero et peuvent ainsi étre sensibles a des
changements de I'environnement maternel (Radford et al., 2014). Ces processus sont bien décrits chez la
souris et de mieux en mieux chez I’humain, alors que trés peu de choses sont connues chez les ruminants.
Une équipe de notre unité (BREED, équipe MECP2, Hélene Kiefer) a néanmoins montré que les
spermatozoides de taureaux présentaient des niveaux de méthylation plus faibles que ceux de boucs ou de
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béliers (40-50% de méthylation chez les taureaux contre 65-70% de méthylation chez les petits ruminants)
(Perrier et al., 2018). Par ailleurs s’il est classique de trouver moins de méthylation dans I'ADN des
spermatozoides que dans celui de cellules somatiques (Yamagata et al., 2007), chez le bovin cette
hypométhylation est particulierement marquées (45-50 % de méthylation dans les spermatozoides, contre
80% dans les cellules somatiques). En plus de promoteurs de génes impliqués dans les processus de
différenciation des cellules germinales, ce sont essentiellement les séquences satellites (hnotamment SAT4)
qui sont hypométhylées dans les spermatozoides bovins. Cette étude montrait donc qu’il existe des
différences entre especes de ruminants et une analyse approfondie de la reprogrammation épigénétique de
la lignée germinale male semblait pertinente pour comprendre les spécificités de chacune. Le projet
GERMIMALE est un programme de recherche collaboratif entre deux équipes de notre unité, DGP et MECP2
(Héléne Kiefer), et une société privée (coopérative d’élevage ALLICE). Notre objectif principal (objectif 1) était
de décrire l'acquisition et le maintien de la méthylation dans les cellules germinales XY au cours du

Objectifs et tiches du projet GERMIMALE 5.0 développement testiculaire chez les

ruminants (comparaison principalement

Tiche 1 'Cinétique de méthylation des cellules
germinales dans le testicule feetal et adulte

5ans

l Détermination s stades dintrds entre bovins et caprins; quelques

Tiche? purification des cellules germinales données chez les ovins) (Figure 32). En

Al e
A Iage adulte (Spermatogonies, Spermatocytes, Spermatides]

e —
RRES 1 RABS
o _

onde lac

parallele les degrés de condensation de

Objectif 1
Dynamique de méthylation

la chromatine et de la méthylation de

I’ADN spermatique ont été analysés

(objectif 2, non détaillé dans ce

uoiedwo) ap SAWSIUBIIW
z mralqo

Analyse de laco

manuscrit).

Figure 32. Objectifs et taches du programme GERMIMALE. La version 5 du programme est présentée ici, car plusieurs aménagements
de taches et d’objectifs ont di étre formulés auprés de notre financeur APIS-GENE suite aux difficultés techniques ou logistiques

rencontrées (programme de 2 ans étendu a 5 ans). CG : Cellules Germinales

Les principaux stades sur lesquels nous souhaitions nous concentrer étaient (i) le stade dit « effacé » ou la
méthylation du génome des cellules germinales doit étre au plus bas ; (ii) le stade naissance, afin de réaliser
le bilan des événements de méthylation qui ont eu lieu au cours de la vie in utero ; puis (iii) le stade adulte,
afin d’évaluer la dynamique de méthylation au cours du processus de spermatogénése, depuis la

spermatogonie jusqu’au spermatozoide.

2.1.Re-méthylation de I’ADN des cellules germinales XY au cours de la vie foetale.
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2.2 Méthylation des cellules germinales a la naissance et chez I’adulte : modele caprin.
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3. Discussion — Perspectives
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CONCLUSION
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I VALORISATION DES TRAVAUX EN COURS

Les perspectives issues de mon travail et les nouvelles directions d’investigations imaginées ont été
développées dans les chapitres précédents et ne seront pas reprises ici. Pour terminer ce manuscrit,
j'expliciterai de facon concise les valorisations prévues ainsi que les projets dans lesquels je m’étais engagée
et les solutions envisagées compte tenu de mon départ en disponibilité a I'été 2022. De nombreux projets
ont en effet été initiés et vont devoir étre finalisés et valorisés dans les prochains mois/années. Certains
pourront I’étre avant mon départ, d’autres seront finalisés plus tard mais je resterai présente pour les sujets
concernant mon étudiante en these, Emilie, et la valorisation des données du programme GERMIMALE. D’un
point de vue stratégique, une hiérarchisation dans les projets a traiter est nécessaire. Ainsi quatre projets

seront a finaliser en priorité et donneront lieu a 4 articles de recherche.

1. Characterization of Estrogen Production and Function in Adult Rabbit Testes.

Aurélie Dewaele, Emilie Dujardin, Frank Giton, Hélene Jammes, Eli Sellem, Marjolaine André, Audrey Albina, Genevieve

Jolivet, Maélle Pannetier, Eric Pailhoux.

Cet article explicite le lieu de production des estrogénes (localisation de I'expression de CYP19A1 dans les
cellules germinales), ainsi que les niveaux de stéroides (androstenedione, testostérone et 17[-estradiol)
produits par un testicule adulte de lapin. Les niveaux d’expression et la localisation des récepteurs ESR1 et
ESR2 dans le testicule et I'épididyme sont aussi étudiés. L’article décrit en outre le phénotype des lapins males
CYP19A17 qui présentent une subfertilité (moins de saillies fructueuses et moins de petits par portées). Les
parameétres spermatiques sont affectés en absence d’estrogenes, avec une diminution de la motilité des
spermatozoides en relation avec une augmentation des défauts flagellaire. D’autres anomalies comme
I"augmentation des gouttelettes cytoplasmiques résiduelles laissent suspecter un défaut de maturation des
spermatozoides lors du transit dans I’épididyme. Cet article est en cours d’écriture par Eric Pailhoux et devrait
étre soumis fin mai 2022, pour un numéro spécial de Genes (MDPI) « Male infertility : from genes to

genomes ».

2. The differentiation of male germ cells and their epigenetic reprogramming during fetal testicular

development in cattle is unique in ruminants.
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3. DMRT1 is required for Testis Determination in Rabbits.

Emilie Dujardin, Namya Mellouk, Béatrice Mandon-Pépin, Aurélie Dewaele, Marjolaine André, Dominique Thépot,
Genevieve Jolivet, Eric Pailhoux, Maélle Pannetier

Cet article ne prendra en compte qu’un aspect de la these d’Emilie Dujardin, afin de transmettre rapidement
le message principal : DMRT1 est nécessaire a SRY pour exercer ses fonctions de déterminant testiculaire chez
les mammiferes. Grace a notre modeéle lapin, nous démontrons en effet pour la premiere fois cette hypothese
qui a longtemps été pressentie chez I’humain. Ce message tres fort a été accueilli avec enthousiasme par la

communauté scientifique de la détermination du sexe (présentation au First Virtual International Symposium

on Vertebrate Sex Determination, 2021) et pourra étre soumis a un journal de haute renommée. Cet article

est en cours de préparation avec Emilie.

4. Single-cell RNA Transcriptome Atlas of the Developing Fetal Rabbit Ovary.

Namya Mellouk, Béatrice Mandon-Pépin, Aurélie Dewaele, Luc Jouneau, Emilie Dujardin, Anne Aubert-Frambourg,
Dominique Thépot, Geneviéve Jolivet, Eric Pailhoux, Maélle Pannetier.

Cet article constituera pour notre équipe un premier pas dans le domaine tres actuel des analyses
transcriptomiques sur cellules individuelles. Nous pourrons ainsi décrire les différentes sous-populations
cellulaires composant un ovaire foetal avant I'entrée en méiose des cellules germinales chez un mammifére
non murin. Des données sont déja disponibles chez ’humain et permettront une analyse comparative entre
modeles, définissant ainsi les similitudes ou les limites du lapin en tant que modele pour I’humain. La
valorisation de ce travail est d’autant plus importante que cet article constituera le premier article de Namya
Mellouk comme premiere auteure depuis son recrutement comme chargée de recherche dans I’équipe.
Néanmoins, les problémes d’annotations du génome de lapin ralentissent les analyses. Je n’ai actuellement
aucune visibilité sur les délais nécessaires avant la finalisation des analyses et I’écriture d’un papier. Je crains
de ne pas voir I'aboutissement de ce projet dans lequel je me suis beaucoup investie pour permettre a

I’équipe de développer ce type d’outil, et de perdre finalement ma place de derniere auteure.

D’autres articles seront par la suite a envisager dans la continuité des travaux de la thése d’Emilie Dujardin
(cibles de DMRT1 dans le testicule et paysages épigénétiques), du programme GERMIMALE (dynamique du
transcriptome et du méthylome au cours de la spermatogénese chez le bouc) et du travail de Namya Mellouk

sur le role de DMRT1 dans les cellules germinales femelles.
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1. PROGRAMMES ANR DEBUTANTS

Deux projets ANR sont en cours.

ARDIGERM a débuté il y 1 an et demi ; MEMORI vient tout juste d’étre signé.

1. ANR ARDIGERM - Retinoic acid for germ cell differentiation and meiosis (Nov. 2020 — Nov.2024)

Le but de ce projet ANR porté par Norbert Ghyslinck (IGBMC, Strasbourg) est de déterminer le réle de |’acide
rétinoique sur les cellules germinales, en fonction du sexe, des stades de développement et des especes
animales considérées. Ainsi, notre équipe s’intéresse au réle de I'acide rétinoique (ATRA, All Trans Retinoic
Acid) dans la différenciation des lignées germinales femelle et méale chez le lapin. Cette problématique repose
sur 'utilisation d’une lignée de lapin transgénique permettant de suivre la signalisation de I’ATRA grace a un
traceur fluorescent (lapins RARE-GFP) afin d’isoler les cellules germinales qui y répondent. Il s’agissait dans
un premier temps de caractériser les cellules répondant a I’ATRA (cellules germinales uniquement ?) et de
mettre en place du tri cellulaire pour purifier les cellules GFP+ a différents stades de développement afin de
suivre I'effet de I’ATRA dans les processus de différenciation. Cet aspect a été pris en charge par Aurélie
Dewaele (Al dans I'équipe) pour I'ovaire foetal. Pour le male, la signalisation ATRA est importante dans le
testicule apres la naissance pour la différenciation des spermatogonies. Afin de déterminer la cinétique de
sensibilité a I’ATRA en regard des processus de différenciation des cellules germinales males, j'ai recruté cette
année une étudiante de master 2, Iris Barka. Iris montre notamment qu’il existe une concomitance entre
I'activation de la signalisation ATRA et la détection de la reméthylation du génome des cellules germinales
XY. L’essentiel de I'étude chez les males aurait dd étre inclus dans le projet de thése intitulé : Acide rétinoique,
Epigénétique et Différenciation de la lignée germinale male chez le lapin. J’avais obtenu une demi-bourse de
thése auprés du département PHASE d’INRAE (complément de la demi-bourse prévue dans I’ANR) et Iris
aurait été la parfaite candidate. Néanmoins, en raison de mon départ en disponibilité, I'équipe a choisi de ne
pas prendre de nouveau doctorant en septembre 2022 et de renoncer a cette bourse de thése. L’étude du
role de I’ATRA dans les cellules germinales males se limitera selon toute vraisemblance a I’analyse descriptive
réalisée par Iris au cours de son stage de master. Chez la femelle, le transcriptome des cellules germinales
(GFP+) triées a deux stades du développement foetal (24 et 28 jpc) sera analysé et son contenu sera comparé
a celui des différentes populations et sous-populations déterminée par les analyses single-cell RNAseq

réalisées aux mémes stades (projet CAROT, pages 65-67).
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2. ANR MEMORI - Maternal Exposure to Mixed Organics pollutants: placental epigenetic marks and

Risk assessment for offspring’s health - (janvier 2022 — janvier 2026)

Le but de ce projet porté par Anne Tarrade (INRAE BREED, Equipe PEPPS), est de déterminer I'effet d’une
exposition maternelle a un mélange de perturbateurs (phénols et phtalates) sur la santé des descendants et
de rechercher des biomarqueurs prédictifs notamment au niveau du placenta (modeéles humain et lapin). Le
cocktail de perturbateurs utilisé chez le lapin, sera basé sur les résultats d’une cohorte mére/enfant (cohorte
SEPAGES) analysée par le deuxiéme partenaire de I’ANR (IAB, INSERM, La Tronche). Les doses a administrer
aux lapines pour obtenir une exposition équivalente a ce qui aura été montré dans la cohorte humaine seront
évaluées et déterminées par le partenaire 3 (Unité TOXALIM, INRAE, Toulouse). Notre équipe va s’intéresser
aux effets d’une telle exposition maternelle (périconceptionnelle et gestationnelle) sur les gonades foetales
et postnatales de lapin, en se concentrant sur deux stades: i) la fin de la période fcetale (28 jpc) qui
correspond a l'initiation de la différenciation des lignées germinales femelles et males ; et ii) le stade adulte,
qui nous permettra d’évaluer les effets d’une telle exposition sur la santé reproductive des lapins. En plus
d’approches classiques d’analyses histologiques et de dosage stéroidiens, de nombreuses données omiques
seront générées sur les gonades foetales afin de s’intéresser aux ARNm (RNA-seq) et aux petits ARN non
codants (small non coding RNA-seq), ainsi qu’a I'état épigénétique des cellules gonadiques en fonction de
I’exposition maternelle (CUT&TAG pour analyser différentes marques d’histones associées aux enhancers).
Un important travail d’intégration des données au niveau bioinformatique sera nécessaire afin de déterminer
les voies dérégulées et le mode d’action de ces perturbateurs (action sur la chromatine ? via I'expression de
miRNA ?). Al'age adulte, en plus des approches classiques (histologie, immunohistologie, dosage de stéroides
et d’AMH pour les femelles), la méthylation de I’ADN des spermatozoides et leur contenu en petits ARN non
codants seront évalués en collaboration avec I'équipe MECP2. Ce projet a été pensé en fonction du
recrutement d’une nouvelle CR devant développer une thématique sur I'épigénétique des cellules
germinales. C'est avec I'accord de Namya que j’ai écrit ce projet lors de la phase 2 du processus de soumission
des projets ANR en février 2021. Il semblait donc logique de lui transmettre la direction de cette tache. Selon

le calendrier prévu, les premiéres expositions/gestations ne débuteront qu’a partir du printemps/été 2023.
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ANNEXE 1 - CHRONOLOGIE DE LA DIFFERENCIATION DE L’OVAIRE

CHRONOLOGIE DE DIFFERENCIATION DE L' OVAIRE
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~“Nobody can tell ya
There's only one song worth singing
They may try and sell ya
'Cause it hangs them up

TO sS€e€ someone M(C 9OU

But you gotta make your own kind of music

Sing your own sPecia] song

Mal(e your own kind of music

Fvenif nobodg else 5iNgs along...”

Mama Cass
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