UNIVERSITE DE LIMOGES

ECOLE DOCTORALE Science — Technologie — Santé

Faculté des Sciences et Techniques

Institut des Sciences de la vie et de la santé
Unité de Génétique Moléculaire Animale
UMR 1061 INRA/Université de Limoges
These N°

These
pour obtenir le grade de
Docteur de ’Université de Limoges

Discipline : Biologie, Sciences et santé

présentee et soutenue par

L'HOte David
le 16 Juin 2009

Exploitation d’un modele de souris interspécifiques, recombinantes
et congéniques pour la cartographie de QTL de la fertilité male et
pour I'étude de la réegulation génique testiculaire dans le contexte

d’'un génome mosaique

These dirigée par Dr. Ahmad OULMOUDEN et Dr. Catherine SERRES

JURY :
Rapporteurs
Dr. Sophie PISON-ROUSSEAUX DR2 U823 Institut Albert Bonniot, UJF Grenoble I
Pr. Christine DILLMANN PU UMR de Génétique Université Paris-Sud
Examinateurs
Pr. Véronique BLANQUET PU UMR1061, Université de Limoges
Pr. Abderrahman MAFTAH PU UMR1061, Université de Limoges

Dr. Daniel VAIMAN DR1 U567 Institut Cochin, Har



Pour tor mon amour,
quatre mulliard d’années d’évolution

nauront pas eété vaines pour te donner naissance.



Remerciements

Je tiens a remercier tout d’'abord le Dr SophieofRousseaux et le Pr Christine
Dillmann d’avoir accepté de rapporter ma thésesiajne le Pr. Véronique Blanquet et le Pr.
Abdou Maftah respectivement examinatrice et prédide jury, merci de l'intérét que vous
avez porté a mes travaux,.

Je ne pourrai remercier suffisamment CatherineeSeMerci de m’avoir supporté,
écouté, conseillé et encadré : votre pondératiace( mes nombreuses loufoqueries), votre
intérét permanant et votre extréme gentillesse &étvéritablement les moteurs de mon
doctorat. Merci aussi d’avoir trouvé les ressoupasr me permettre de continuer une demi-
année de plus. Je souhaite a d'autres la chancg’ajueu d’étre encadré par vous'! Je
remercie Daniel Vaiman, de m’avoir proposé cetés¢h et de m’avoir permis de jouir d’'une
grande autonomie. Je remercie, de méme, Ahmad @udemy d’avoir accepté d’encadrer
mes travaux. Sans vos concours, et celui de Raydhaieh, rien n’aurait été possible.

Mon environnement de travail n’aurait pas été &ma sans Jana et Corinne. Merci a
Jana de m’avoir initié aux mystéres du Western Blate la Bi-Di. Mais aussi d’avoir été ce
Iéger souvenir du grand Est, souvent tu m'as dameé douce nostalgie de mon enfance.
Merci aussi a Corinne, de m’avoir initi€ a Il'hisigle (entre autre). Merci pour ton
extravagance, et ton cété tellement décalé, unouaigan dans un monde engoncé ! Un clin
d’ceil amusé au trogocyteurs, et particulieremehided, décapiteur de spermatozoides.

Une pensée affectueuse pour le Pr. Reiner Vdits&® groupies (les MCUes). Merci
de m’avoir permis de te chambrer sans cesse, @bid'supporté mes facéties. Merci aussi, de
me permettre de travailler avec toi, promis, j@serspectueux (ce n'est pas gagné)! Merci a
Héléne, et a Claire, vos présences calmes et amigabnt manqué depuis votre départ.

Je remercie le panthéon improbable de I'équipe @apucine, ma « harpie-hippie»,

Régis, TMM, Annick et Michéle : vous avez su metteel’ambiance !



Pour les «Laras», une pensée complexe, et amid@ar ordre de toxicité
décroissante : a toi Lara, merci pour ces grandsents de délire, et d’avoir défini aussi
pleinement mes limites ! A Céline, collectionnews® nains bruleurs de poubelle, et a
Sandrine : merci de votre inconvenance ! Une pemsfaEtueuse pour mes co-galériens,
passés et présents: Sonia, amicale et attentéenBe, dynamique et enjouée, Aurélie,
toujours préte a rendre service, mais aussi Frahékancois, a I'éternelle gentillesse. Vous
connaitre a été pour moi un grand plaisir. Sandi@ulséraldine, Virginie et Bruno, nos
doctorants-médecins, et les petits nouveaux : Nigauillaume, Ludivine et Adrien. Merci
a Magalie, tout particulierement, d’avoir pris sdimmes souris pendant que je rédigeais. Mes
remerciements montent vers Aminata, « Catherirestikles étages supérieurs, ainsi que vers
Louisa, Marie-Anne et Patrick. Sans oublier Annatifge et Maud : que les PCEML1 se
souviennent de nous a tout jamais. Il va s’en dire j'ai une pensée spéciale pour Pierre,
dont la gentillesse a mon égard m’a touché proforeat.

Merci aussi a Xavier pour ces conversations treglessantes sur la génétique de la
souris, et a Isabelle, d’avoir produit les animendcessaires a mes études, de m’avoir
aménagé un peu de place sur ses portoirs alorsgadacilités d’animalerie se réduisaient.
Je remercie aussi Emilie, Matthieu et Isabellendavoir aidé, avec un professionnalisme
remarquable et une bonne humeur souvent a toutuvdmr a traverser les apocalypses
murines de ces quatre dernieres années.

A mes relecteurs, et tueurs de fautes d’orthograpious avez toute ma compassion.

Pour finir, mes remerciements les plus affectueomt a ma famille, a mes parents,
coupables de m’avoir fait, a ma soeur et a messirgmis n'étes pas étrangers a mon grain de
folie, a Maryvonne et Dominique, et leurs enfadis,m’avoir accepté comme I'un des leurs.
Et au dela de tous remerciements, a toi, mon anpmur la personne que tu es, pour les

sentiments que tu éveilles en moi, pour ces cimgi€ies années de bonheur.



Plan du manuscrit

REMBICIEIMENTS. ..ttt e e e e e ettt e e et bbb s e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeennnees 3
PLAN AU MANUSCIIT ..ottt et e e e e e e e e e e e e e s s e s s mnnre e e e e e e e e e e e e e e e e s s e annnnnes 5
ADTEVIATIONS ...ttt et e e e e e e e e e bbbttt et it e e e e e e e e e eees 6
== 0 0] 10 LR 7
R 70T ol o7 9
A. Lafertilité male Chez la SOUNIS..........uuiiiiieee e 10
1. Anatomie de I'appareil reproduCtEUIr MAIE ... oo oieeiiiiiiiiiiiiie et ee e 10
2. Organisation, fonction et régulation teStCUIAINE. .............ccoiiiuiiieeiiiiiiee e 14
3. Le spermatozoide, gamete fECONAANT.........ccccmmmmiiiiiiiiiiiiieeer e e e e e e e 41
B. Lacartographie de QTL ... 48
1.  Notions de génétique QUANTITALIVE ...........cccee e r e e e e e e e e e e e e 48
2. Les modeles murins classiques de détections de QT L. .......ueeviiiiiiiieeeeeeeiee e 53
3. L MOURIE IRCS ...ttt ettt s e 63
4.  Application de la cartographie des QTL a la fa#iliun caractere complexe ..............cccvveeeneee. 67
C. Présentation du travail de theSE ..........uuviiiiiiiiiie e 75
R T 7 2P 77
A. Recherche de QTL de fertilité MAIE............iiceeiiiieee e 78
1. Primo-localisation de QTL impliqués dans la modolade parameétres de la fertilité male dans le
aaToTo L= Lo 4o TH g T O PSSP 78
2. Cartographie fine des QTL de poids testiculairdeestorphologie des spermatozoides........... 85...

B. Etude du transcriptome testiculaire dans le context du mosaicisme interspécifique... 117

1. Introduction et rESUME A€ I'ArtICIE ..........umemeeneeeeeeeee et e e e e e e e e e eaaaaas 117

2. Discussion et ConclusSion d@ I'ArtiCIE 2......ceueeeiveiiiiiiiiee et 125

G TR AV o o 1T N 129
III. Conclusion générale et perspectives ...............cccccvueriiiiiiiiiieiiiinsiie e 130
IV, REfE1EICES ... e 136
R N 7 - o 149



Abreviations

AlL: Advanced Intercross Line

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

ARN: Acide RiboNucléique

AR: Androgen Receptor

AMH: Hormone Anii Mullerienne

B6: C57BI6/J

Chr: Chromosome (MMU en nomenclature internatienal
E.. Age de 'embryon en joyrost coitum

FSH: Hormone folliculo-stimulante

IRCS: Interspecific Recombinant Congenic Strain
JPP: Age de lindividu en joyrost partum

LH: Hormone Lutéinisante

PGC: Primordial Germ Cell

QTL: Quantitative Trait Locus (locus controlant pimenotype quantitatif)
QTN: Quantitative Trait Nucleotid

RA: Réaction Acrosomique

RE: Réticulum Endoplasmique

RIS: Recombinant Inbred Strain

RCS: Recombinant Congenic Strain

SDP: Strain Distribution Pattern

SE: Spécialisation Ectoplasmique

T: Testostérone

TP: Theque Périnucléaire

UTR: UnTranslated Region



Préambule

D’aprés un rapport de I'Organisation Mondiale @e Santé, linfertilité humaine,
définie comme l'incapacité pour un couple a congeuo enfant apres dix huit mois de
rapports non protégés, affecte environ 15% deslesugans le monde. On estime que, dans
approximativement 20% des cas, l'infertilité du pleuest d’origine masculine uniquement
[17]. Une baisse de la fertilité associée a unegatigion des parametres spermatiques chez
’homme a été suggérée dans plusieurs études UYifd.baisse similaire de la fertilité a été
observée chez les animaux domestiques d’élevadge DEUx causes sont principalement
avancees pour expliquer cette détérioration de eldilife male : I'mpact de facteurs
environnementaux comme les perturbateurs endoosn[@0] et les causes génétiques.
Concernant la régulation génique de la fertilitdy mombre croissant de genes sont
régulierement impliqués dans l'infertilité, et agllement, plus de trois cents modeéles de
souris invalidés pour un gene montrent des déf@aitiertilité [21-23]. Un nombre croissant
d’études transcriptomiques [24, 25], et protéonsq(#6, 27] propose de nouveaux genes
candidats sur des criteres d’expression tissupgiredique, ou de présence des protéines dans
les gametes. Enfin, des études de génétique catargiproposent régulierement de nouvelles
régions chromosomiques impliquées dans la régulat® la fertilité male (pour une revue
exhaustive, voir chapitre 1.B.4 du présent document

Toutefois, les retombées en clinique humaine dereeherches sur I'animal sont
pauvres : en effet, le diagnostic génétique déeliilité masculine consiste essentiellement en
la recherche de trois grandes causes: Les ana@mefimmosomiques (associées a des
oligospermies ou des azoospermies), les mutatiorgede CFTR (associées a une agénésie
des canaux déférents) et les micro-délétions donobsome Y (associees a des défauts isolés

de la spermatogenese)[28].



En débutant ce travail, nous avions comme objetiifentifier de nouveaux genes
contrélant subtilement la fertilité male et pouvadite responsable d’hypofertilité chez
’lhomme. Afin de découvrir de nouveaux acteurs ¢gnés régulant cette fertilité male, nous
avons analysé un ensemble de paramétres phénatgpiqulassiques et originaux,
caractérisant lI'ensemble des glandes de Il'appaegiroducteur male sur des souris
appartenant a un modéle original.

En introductionde ce mémoire, je décrirai ces organes, et suecimant leurs

fonctions. Parmi les paramétres de fertilité, je sués plus particulierement intéressé au
testicule, et aux spermatozoides qu’il produit, $esquels jai conduit une analyse

morphologique et fonctionnelle. Je détaillerai ddacfonctionnement et la régulation du

testicule ainsi que le processus de morphogenéda thte des gametes males lors de la
spermiogenese. Dans une seconde partie, je détasadifférents outils génétiqgues qui

permettent de cartographier des régions chromos@sigmpliqguées dans la régulation des
phénotypes a déterminisme complexe et je présémeenaodele de souris que j'ai utilisé au

cours de mes travaux de these.

Ensuite, jexposerai mes travaux, et les principaasultats que j'ai pu obtenir.



L. Introduction




A. La fertilité méle chez la souris

1. Anatomie de I'appareil reproducteur méale

L’appareil reproducteur male se compose des tésticdes conduits excréteuRefe

testis canaux efférents, épididymes, canaux deéféremtsiradre), et des glandes annexes

(vésicules séminales, prostate, glandes bulboalestet préputiales) (Figure 1).

Vesicular gland

Vas deferens

Ventral prostate

Testis

Ischiocavernosus
muscle

Bulbourethral
gland

Bulbocavernosus
muscle

Glans penis

Figure 1 Dessin de I'appareil reproducteur méale déa souris adulte

Ampullary glands

Coagulating gland
Urinary bladder

Membranous urethra

Epididymis

Bulbourethral gland

Diverticulum (bulb)
Penis

Preputial gland

Preputial cavity

L'appareil reproducteur nié des mammiféres se compose d’'un ensemble degganatrétrices
testicules, vésicules séminales, prostate, glabdéiso-urétrales et préputiales, participant i
production du sperme, et de conduits excréteuanauwx efférents, épididymairest déférent

ainsi que l'urétre.
Extrait de“Biology of the Laboratory Mouse”
www.informatics.jax.org/greenbook/index.shféjl
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a)Les testicules

Les testicules sont des glandes a fonction exe¢production des spermatozoides) et
endocrine (production des androgénes : testostédimgdrotestosterone, androsténedione...)
de forme ovale, localisées dans le scrotum, de giatfautre du pénis. Les testicules sont
formés d'un enchevétrement de tubes séminiferesguen d’une capsule conjonctive :
l'albuginée. Les tubes séminiferes sont le siegdadspermatogenése ; entre les tubes se
trouve le tissu interstitiel endocrinien et la uaacisation testiculaire. L'organisation et la

fonction du testicule seront décrites plus précednau chapitre A.1.b.

b) Les canaux excréteurs

Dans le testicule, les tubes séminiferes se megoiy pour former un labyrinthe
lacunaire, appeléete testis De celui-ci émergent 5 canaux efférents qui seldéot en un
unique canal : le canal épididymaire. L’épididynsé fermé de cet unique canal replié sur lui
méme et empaqueté dans une tunigue conjonctigeniporte trois parties identifiables sous
la loupe : la tétecapud, le corps ¢orpug et la queuedaudg. Les fonctions de I'épididyme
sont multiples :

- réabsorption du fluide testiculaire émanant dgdrétion des cellules de Sertoli.

- maturation fonctionnelle des gameétes (acquisiterla mobilité progressive, modification
de la composition membranaire des gametes...).

- stockage et conditionnement des spermatozoides.

- réabsorption des déchets, comme la gouttelett@plagmique (reste cytoplasmique perdu

par le spermatozoide dans I'épididyme) ou les lesdlan dégénérescence [29].

11



- I'épididyme, par ses sécrétions, participe defaginoritaire au plasma séminal.

Au moment de I'éjaculation, les spermatozoidesket® dans la queue de I'épididyme
sont activement excrétés dans le canal déféreatglamdes annexes qui s'abouchent a la base
des canaux déférents (vésicules séminales), et lamatre (prostate et glandes bulbo-

urétrales) sécretent alors le plasma séminal.

C) Les glandes annexes

La fonction premiére des glandes annexes priresp@ésicules séminales et prostate)
est de produire le liqguide séminal accompagnarggesmatozoides lors de I'éjaculation.

Les vésicules séminales sont deux glandes exscsfabouchant sur les canaux
déférents. La sécrétion des vésicules séminalegsepe environ 60 a 70% du volume de
I'éjaculat. Cette sécrétion a plusieurs fonctions :

- la coagulation du sperme.

- la formation du bouchon vaginal chez la sourist{€ structure est spécifique des rongeurs,
'absence de sa formation conduit a une infertilitdle [30]). Chez I'homme, I'acteur
principal de cette coagulation est la protéine Smygelin I. Cette protéine n’est pas retrouvée
chez les rongeurs, mais il existe des analoguestiéomels : lesSvs (Seminal vesicle
secretion, sept genes sont actuellement décrits chez késsou

- la régulation de la mobilité des gamétes (praduatle fructose, de protéines agissant sur la
mobilité de facon inhibitrice [31] [32] ou activate [33]).

- la protection des gametes contre I'effet desvéérréactifs de I'oxygéne, par une action anti-

oxydante de la vitamine C contenue dans les sénse[B4].
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La prostate, entourant 'uretre de ses partigsdies et ventrales, produit environ 20%
du plasma séminal. La fraction prostatique interdlfait dans la liquéfaction du coagulum et
la restauration de la mobilité des spermatozoitasmment grace a I'action protéolytique du
Prostate specific antigefPSA) qui léve l'inhibition par la Semenogelindu(desvs2chez la
souris [35]) [36, 37] et grace a un effet du Zipésent en forte concentration [32].

Les glandes bulbo-urétrales, nommées aussi gdashel€ooper, ont pour fonction de
sécréter un fluide lubrifiant précédant I'éjaculatgutralisant les traces d’acide urique
présentes dans le tractus urogénital [38].

Enfin, les glandes préputiales, trés développéeg tes rongeurs, joueraient un réle
dans la régulation des comportements reproductearsémission de phéromones dans les
urines (territorialité et agressivité des malespnmaissance de sous-especes...)[39].

L’ensemble de ces glandes annexes est soumis @gulation androgénique. Le taux
de testostérone circulant régule leur développem&ntia puberté, ainsi que leur
fonctionnement a I'dge adulte. Chez la souris,véiidation du gene du récepteur aux
androgenedr, de facon restreinte, dans la prostate, les viésiaeéminales et I'épididyme,
conduit a une réduction significative du poids ds glandes, a des anomalies histologiques
de leur épithélium sécrétoire ainsi qu’a la dimiontde leur capacité sécrétoire [40]. Les

glandes annexes constituent donc des marqueuasbtidahe imprégnation hormonale.
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2. Organisation, fonction et régulation testiculaire

a) Histologie du testicule adulte

Le testicule est sectorisé en deux grands compemts : les tubes séminiféres, ou
prend place la spermatogenése (fonction exocrind)egpace interstitiel, dans lequel on
retrouve notamment les cellules de Leydig a fomctemdocrine, organisées en flots a
proximité de capillaires sanguins (Figure 2). Lalses séminiféres sont entourés de cellules
péritubulaires dites myoides. Elles possédent degriptés contractiles aidant au transport

des spermatozoides et du fluide testiculaire \eamsté testid41].

Cellules A
péritubulaires

Tubes
Lumiére séminiferes
Capillaire
sanguin
Espace o
interstitiel Egrltmh?nl;ut?
Cellules de 9
Leydig

Figure 2 Détail d’'un tube séminifére de testicule de souriadulte en coupe transversale apr
coloration HES (X20).

Le testicule se constitue d'un enchevétrement ésgade tubes séminiféres séparés partisst
interstitiel dans lequel résident les cellules agdig, assurant la fonction stédogenique. Un tul
séminifére, ici en coupe transversale, présentépithélium germinal composé de cellules somatigues
les cellules de Sertoli, soutenant dedube$ germinales. Le tube séminifére est entour&eliele:
épithéliales péritubulaires a propriété contractés cellules myoides.
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L’épithélium germinatif est composé de cellules Sktoli, cellules somatiques, qui

soutiennent la spermatogenese (Figure 3).

Figure 3 Dessin d'une cellule de Sertoli
de Rat, soutenant une spermatide
allongée.

Une cellule de Sertoli soutient plusieurs
cellules germinales a des stades de
maturation différents. Son cytoplasme
allongé s’étend de la lame basale du tube,
ou la membrane de la cellule est en
contact avec les populations pré-
méiotiques, jusqu'a la lumiére du tube,
dans laquelle les spermatozoides sont
libérés. A leur base, les cellules de

Spermatide en alongement

Spéclalisation ectoplasmigue = |l >  Sertoli établissent entre elles des contacts
apicale k 5 ﬂ étanches formant la barriere hémato-
S \ // testiculaire. Celle-ci protége les cellules

; Q;__f germinales post-méiotiques de
[i\ J, limmunité  somatique. Les cellules
N | e

(4 germinales sont maintenues en contact

avec la cellule de Sertoli par différentes

structures cytosquelettiques et
o o jonctionnelles, dont la spécialisation

Bariers hemalo-tesliculalre ===y V.o Wgs. ectoplasmique apicale.

Jonction oap —>1 €&=K || I == Extrait et modifié d: Vogl et al. 200

-Simili desmosomes AT
-Spécialisation ectoplasmigque !
hasale

RN

Chaque cellule de Sertoli est en contact avecdamei-dizaine d’autres cellules de

Cellule de Sertoli

Sertoli, avec lesquelles elle établit des jonctiomserméables, constituant la barriere hémato-
testiculaire. De forme pyramidale, elle constituge wéritable ossature pour les cellules
germinales en différenciation. Situées au dela alddrriere hémato-testiculaire, dans le
compartimentad luminal les cellules germinales entrées en spermatogés@seisolées et

protégées du systéme immunitaire somatique (lesmstieles présentent de nombreux
antigenes cryptiques). Une cellule de Sertoli smiitenviron 30 a 50 cellules germinales a
différents stades de différenciation [42]. La dellde Sertoli a aussi des fonctions de
phagocytose (des corps résiduels, des cellules égénédrescence, et des complexes
jonctionnels) et de sécrétion (nutrition des cebujerminales, facteurs de différenciation et

de croissance, production du fluide testiculaire).
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b) Organogenése du testicule

I La gonade indifférenciee

Le testicule est issu de la différenciation deglanade primitive. Cette gonade
indifférenciée se forme pendant la vie feetale (E9B510 chez la souris) & partir de la créte
génitale, un épaississement de I'épithélium ccelamigui borde le mésoderme intermédiaire.
Cet épaississement forme d¢ertex de la gonade primitive. Les cellules de I'épithadi
ccelomique proliferent et pénéetrent dans le mésoelesous-jacent, formant les cordons
primitifs de lamedulla (Figure 4). Parmi ces cellules se trouvent lésrseurs des cellules
de Sertoli et des cellules de Leydig en partie §43,

Chez la souris, plusieurs génes sont connus poairirépliqués dans la survie et la
prolifération des cellules de la gonade primordigfggure 4). Leur invalidation conduit
invariablement a la régression de la gonade priraerdlans les deux sexes [1-4].

Les cellules germinales ne se différencient pasnéme endroit que les cellules
somatiques de la gonade. D’origine épiblastiguesedont détectées a partir ’E7-E7.2, a la
base du sac vitellin, dans les tissus extra-emingioes. [45, 46]. A ce stade de
différenciation, on les nomme PGC (pour cellulesnmgeales primordiales). Entre E10 et
E11.5, les PGC vont migrer de l'allantoide vergdamade primitive et la coloniser. Chez la
souris, différentes mutations sont connues powrfiter avec la migration et la survie des

PGC, provoquant l'infertilité sans altérer la difféciation sexuelle (Figure 4) [47].

LE : Age de I'embryon exprimé en jour depuis 'agglement fécondant.
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A ce stade de développement, la gonade n’est umijpas morphologiqguement

différenciée.

Aorte

Prolifération de I'épithélium
Canal de Wolff et colonisation du mésoderme

oo
AT

Canal de Miiller

Mésoderme
du mésonéphros

Créte génitale

Cavité coelomique
E8 E9-E10.5
Canaux efférents

Rete testis

Cordons séminiféres

Formation du rete testis

Formation des
Cordons séminiferes

Albuginée
Canal de Wolff
Migration des PGC en différentiation
et colonisation des cordons ~ anal do Miller

en dégénérescence

E11-E11.5 S E14

Figure 4 La morphogenése du testicule de la souris, de lsompde primordiale au testicule
embryonnaire.

La gonade indifférenciée se forme par un épaigsisse de I'épithélium ccelomigue au niveau
mésonéphros, qui prolifere et I'envahit (E8 a ELOEs mutations invalidant les genes Steroido¢
factor 1 Gf) [1], Lim-like homeodomain proteirLfix9) [2], paired-like homeobox gen&ifixd [3], el
Wilms tumor 1 Wtl) [4] conduisent a la régression de la gonade primerdiahs les deux sexes.
Lescellules germinales migrent depuis I'allantoide@bnisent le mésonéphros pour former les cor
séminiferes (E11 & E11.5). Des facteurs ont étdidugs dans cette migration : par exempés
mutations du ligand KITL et de son récepteur KITdRtsconnues pour bloguer la migration des PGC.
A partir d’E14, le canal de Wolff, sous I'action tetestostérone, se différencie pour donner lesu
excréteurs, alors que le canal de Miiller dégéraare Kaction de I'AMH.

Extrait et modifié de Developmental Biology, 6th Editiof10]
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il La différenciation testiculaire

D’un point de vue moléculaire, la différenciatisexuelle commence a E11, quand le
gene majeur de la détermination testiculamy, est exprimé dans les précurseurs des cellules
de Sertoli [48]. L’action moléculaire d&ry n’est pas entierement élucidée. La morphogenese
testiculaire commence rapidement apres I'expresdm8ry. Alors que les précurseurs des
cellules de Sertoli entourent les PGC, une vagumideation de cellules myoides originaires
du mésonéphros, permet I'épithélialisation des aasdséminiferes en formation [49] (Figure
5). Une fois les cordons mis en place, les celldeseydig commencent a exprimer les genes
impliqués dans la biosynthese des hormones stéroids méles et a secréter de la
testostérone. Le rble endocrinien des cellules egdig nécessite une vascularisation: A

E12.5, un nouveau systeme artériel apparait datssteEule en développement (Figure 5)

[50].

E11.5

. Cellule de Sertoli
. Cellule germinale

s Cellule épithéliale

\ Cellules myoides

E125
v

Figure 5 Formation des cordons séminiferes et vaslaisation du testicule embryonnaire
Vers E11.5, les cellules de Sertoli immatures emetaiules cellules germinales alors que
cellules myoides en provenance du mésonéphroséaiitent les cordons en formation.

En parallele de la formation des cordons sémirsfedes cellules épithéliales migrent ver
gonade en développement pour former la vasculemistgsticulaire.

Adapté deMaatouk, D. M. eCapel, B. 20038]
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lii Masculinisation du tractus génital

La masculinisation du tractus génital de 'embryonprovient de deux hormones : la
testostérone (ou dérivés) secrétée par les celldged eydig foetales et 'hormone anti-
mdillerienne (AMH) sécrétée par les cellules de dlieriA proximité de la gonade en
développement, se trouvent deux canaux, le candla# (précurseur des canaux excréteurs
male), et le canal de Miller (qui se différencieraoviducte, utérus et une partie du vagin
dans I'embryon femelle) (Figure 4). L’AMH induit ldégénérescence du canal de Miiller,
alors que la testostérone induit la différenciationcanal de Wolff pour former I'épididyme,
les vésicules séminales et les canaux déférentsndsculinisation du tractus génital méle
('urétre, et la prostate) et 'organogenése duigéhdu scrotum, sont sous le contréle de la

5a-dihydrotestosterone (dérivé de la testostérondgation de la &-réductase) [51].

iv Evénements post-nataux et pré-pubertaires

Les cellules de Sertoli, qui n'ont pas encorqué leur morphologie adulte, vont
proliférer jusqu’a 10-12 jourpost-partum(JPP). A ce stade, elles représentent 80% de la
population cellulaire testiculaire. [52]. Aprés uplease proliférative, les PCG ou gonocytes
vont cesser toutes mitoses vers E14, et vont cormeneme différenciation en précurseurs de
spermatogonies [53].

Un jour et demi aprés la naissance, les gonoagpeennent leur prolifération et
migrent vers la périphérie du cordon séminiferd.[Bd5 JPP, les gonocytes commencent leur
différenciation en spermatogonies de type A. Lesrgptogonies qui n'atteignent pas la lame
basale du tube meurent par apoptose [55]. Au mokhena puberté, les cellules de Sertoli

acquiérent leur morphologie définitive et perdentrlaptitude mitotique [56]. Le ratio entre
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cellules germinales et cellules de Sertoli s’étadnli moment de I'arrét mitotique des cellules
de Sertoli [57], lors du début de la premiére vadeda spermatogenése. L'établissement de
ce ratio s'effectue par une apoptose massive dedesegerminales (pour revue [58]). Chez

la souris, la méiose commence vers 7 JPP.

c) Organisation de la Fonction exocrine

I Contrble de la fonction exocrine

La fonction de production des spermatozoides égtilée par des interactions
complexes faisant intervenir de nombreux acteudoeines, paracrines et juxtacrines. Cette
régulation s’integre dans un dialogue entre l'aypdthalamo-hypophysaire et la gonade.
L'axe hypotalamo-hypophysaire régule les fonctitesticulaires via deux gonadotrophines
pituitaires, lafollicle stimulating hormonéFSH) et lduteinizing hormongLH). Sous I'action
de la LH, les cellules de Leydig produisent de datdstérone. Ces trois hormones sont
essentielles au bon déroulement de la spermatogieAé$a puberté, sous contréle de la
GnRH @onadotrophin releasing hormonbypothalamique, la LH et la FSH sont secrétées,
conduisant a une augmentation du taux de testostécoculant, qui se traduit par une
virilisation de I'organisme (acquisition des cagaes sexuels secondaires) et par 'amorgage
de la spermatogenése. La testostérone agit err ®ipllaxe hypothalamo-hypophysaire pour
inhiber la synthése de GnRH et des gonadotropHi®ks Sous contrdle de la FSH, les
cellules de Sertoli produisent une hormone peptigid'inhibine B, qui inhibe en retour la

synthese de la FSH par I’hypophyse [59, 60]. Urteeswormone peptidique, I'Activine A, est

20



en partie produite par les cellules de Sertoli,ecefant, le role de l'activine A dans la

régulation testiculaire est peu probable [61].

Le contrbéle de la fonction testiculaire par langla pituitaire se fait a deux niveaux
principalement : au niveau des cellules de Leytmueniveau des cellules de Sertoli.

- Contréle des cellules de Leydid¢p cellule de Leydig adulte porte a sa surfaes récepteurs

transmembranaires a la LH (LHR). La LH contrdle deoduction et I'excrétion de la
testostérone des cellules de Leydig adultes paiadaodulation des génes de la voie de
synthése des androgénes, comme par exemple S®AEtoidogenic Acute Regulatory
protein), HSD (L7beta-HydroxySteroid Dehydrogenad&alpha-hydroxylase cytochrome P
450...Le modéle LURKO d’invalidation du récepteur LHRésentant un hypogonadisme,
sous-exprime ces genes [62]. Chez la souris, ldganes ainsi que la FSH semblent jouer
un réle important dans la maintenance de la fonaties cellules de Leydig [63]. En effet,
plusieurs travaux ont montré que les cellules dgdigerépondaientn vivo a la FSH [64]
alors que celles-ci n’expriment pas de réceptdark6H (FSHR). Comme seules les cellules
de Sertoli possédent des récepteurs FSHR, uneatiguéndogéne, via les cellules de Sertoli
est envisageable.

- Contrdle des cellules de Sertola FSH et la testostérone (T) sont des hormesssentielles

au bon déroulement de la spermatogenése. L'invalidau récepteur aux androgenes (AR)
restreint aux cellules de Sertoli (modéle de saBGEARKO [Tan, K.A. 2005]) provoque des
défauts de spermatogenése dés l'entrée en méiesaldnc conduit a une infertilité male.
Ceci montre le role primordial de la T dans la rteriance de la spermatogenese. Des études
transcriptomiques conduites sur les testicules ifféreints modéles murins présentant des

déficits en AR [65, 66] [67, 68] ont montré que Tarégulerait des processus Sertoliens
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impliqués dans la maintenance du cytosquelettemnéabolisme de la vitamine A, la

régulation de la barriere hémato-testiculaire eolaposition du fluide testiculaire.

Hypothalamus

Hypophyse

LH

\ Sertoli

Testostérone 3 / A b Cellules germinales
E‘@| | : .

+ \ 2 l,-_":l at 1 '- .I

— }

Leydig

Figure 6 Axe hypothalamo-hypophyse testicule et régation de la fonction testiculaire
L’hypophyse secrete deux hormones LH et FSH s@asidin stimulatrice de I'’hypothalamus
la GnRH. La LH stimulda sécrétion de testostérone par les celluleseyaiy, qui en retol
inhibe la sécrétion de LH. La FSH active la syn¢thés certaines protéines dans les cellul
Sertoli, et notamment I'inhibine B qui inhibe laceétion de FSH, et 'ABP qui concentla
testostérone.

Sous l'action de la FSH, les cellules de Sertotidpisent et secrétent le récepteur
ABP (androgen binding protejna forte affinité pour la T. Cette sécrétion petrnhe
concentration de la T dans les tubes séminiferes.TLva agir sur les récepteurs aux
androgéenes des cellules de Sertoli afin de stimalenaturation des cellules germinales [69]
(Figure 6). Le complexe ABP-T est transporté vidluée testiculaire jusqu’a I'épididyme,

ou il induirait I'expression spécifique de geneg][7
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i Mise en place de la spermatogenese, la premieraigag

La spermatogenése chez la souris dure 35 joutenips nécessaire pour passer du
stade spermatogonie B au stade spermatozoidedéhigte par la méiose apres la naissance,
dans le testicule pré-pubere, a environ 7 JPPst t&e « premiere vague ». Cette premiere

vague de la spermatogenése se déroule de la m&oe da’'un cycle de spermatogenése

normale, mais plus rapidement [71].

La spermatogenéese se divise en trois phaseshakepproliférative pré-méiotique, la
phase méiotique, et la phase de maturation positigéé appelée spermiogenése. A chacune

de ces phases sont associés des types cellulaitesifiers de cellules germinales (Figure 7).

phase proliférative

Figure 7 Les différentes phases de la spermatogepésu cours de la premiere vaguet les
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premier La phase proliférative

Cette phase concerne les spermatogonies, populd¢i@ellules souches diploides au
contact avec la lame basale du tube. Ces cellelelévssent par mitose, afin de conserver un
stock de cellules souches tout au long de la ws. firocessus de gestion de cette population
sont trés complexes, et font intervenir de nombreuermédiaires cellulaires, entre la
spermatogonie de type A, cellule stock, et la spéogonie de type B, qui entrera en méiose

[72].

Deuxieme La phase meéiotique

A 7 JPP environ, une partie des spermatogoniesi®ede pool des spermatogonies
en prolifération pour entrer en méiose, on les nemnspermatogonies B. La spermatogonie B
subit une derniere division de mitose qui donnassaice a deux spermatocytes | qui entrent
en prophase de méiose |. La premiere division d@saé(dite réductionnelle) pendant
laquelle la recombinaison entre chromosomes homekgprend place, sépare les
chromosomes homologues, et donne naissance aumapeytes de type Il, la premiere
génération de cellules haploides. Chacun des spmrytes |l subit alors une division dite
équationnelle qui sépare les chromatides sceurbatpie chromosome donnant naissance a

deux spermatides.

Troisieme La phase post-méiotique
La spermiogenése est le processus qui transfornge spermatide ronde, a la
chromatine active, en un spermatozoide : cellidgellée, a la chromatine compacte et
inactive, et qui ne posséde quasiment plus de agoye. Il s’agit d’un processus continu que

I'on divise en 16 étapes chez la souris.
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Chacune de ces étapes de la spermiogenéese esfiéasso une modification
morphologique de la spermatide. Les spermatidedersont associées aux stades 1 a 8.
Pendant ces étapes, I'acrosome (une vésicule rempinzymes lytiques coiffant le noyau de
spermatozoide) se forme progressivement a partiagpareil de Golgi notamment, un des
centrioles s’allonge pour donner 'axonéme du flieget le cytoplasme est rejeté a I'extrémité
basale de la cellule. Au stade 9, le noyau de &ansatide commence a s’allonger et la
chromatine se compacte progressivement. Le flageléinue a grandir et a se structurer. Au
stade 16, les spermatides allongées en fin da@ifféation (ou spermatozoides) sont libérées
dans la lumiere du tube séminifere : c’est la sjpetion.

Dans les chapitres qui vont suivre, je décriraispken détail les mécanismes de

formation de différents organelles du spermatozoide

- Formation de la téte
La téte du spermatozoide se compose d’'un noyawrnt’'une enveloppe nucléaire,
elle-méme entourée d’'une matrice protéique, laubgugerinucléaire. Arrimé a cette theque,
'acrosome surmonte une partie du noyau. On nomosé-gcrosome, la partie du noyau non

recouverte par 'acrosome. La téte est enveloppéépmembrane plasmique. (Figure 8).

[
A B Acrosome
Enveloppe
nucléaire
Acrosome Espace sous acrosomique
-théque périnucléaire
Membrane (perforatum)
plasmique
)

Post-acrosome
Théque périnucléaire
(calix)

Figure 8 Dessins de la téte d'un spermatozoide dewsis.
A : Dessin en vue externe

B : Dessin de coupe longitudinale de la téte

Extrait deToshimori K et al. 2008]
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La formation de la téte du spermatozoide conggtdrois événements majeurs : la
condensation de la chromatine, la modification rholpgique du noyau et la formation de
'acrosome. Ces trois événements ne sont pas indépés : par exemple, une absence
d’acrosome est souvent combinée a des anomaliesladenorphologie du noyau
(tératozoospermie). De méme, les structures quenii@nnent dans I'aplatissement et
'ancrage de la vésicule acrosomigue seraient agissinteraction avec les processus de
compaction de '’ADN [73].

Au cours de mes travaux de these, je me suis moggunintéressé a un phénotype de
tératozoospermie. Dans le chapitre qui suit, jes vddnc décrire plus précisément les

processus et les structures impliqués dans la farmede la téte du gameéte male.

Premier Biogenése de I'acrosome

On distingue plusieurs phases dans la biogenekacdasome (Figure 9) :
- La phase granule : le granule acrosomique provlera fusion de pro-granules dérivés de
'appareil de Golgi aux stades spermatocytes. digitnent placés au dessus du noyau, a
proximité du trans-golgi, ils fusionneraient en umique granule qui se fixe sur la plague
acroplaxomique, aux stades 3-4 de la spermiogdresdigure 14).
- La phase golgienne : Le granule s’étale progvessent sur le noyau rond de la spermatide,
guidé par 'anneau marginal de I'acroplaxome, ¢tlapitre suivant) pour former la vésicule
acrosomique. Des vésicules d'origine golgienne amemit du matériel acrosomique
fusionnent avec I'acrosome en développement [7djteCphase se poursuit jusqu’au stade 8
de la spermiogenese.
- La phase acrosome : alors que le noyau de lanspiele s’allonge, I'acrosome recouvre la

partie antérieure du noyau.
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Vésicule proacrosomique

Plaque acroplaxomique

Anneau marginal
de l'acroplaxome

Spermatide allongée

S

Vésicule acrosomique

Tubule de
la manchette

Acrosome

Anneau périnucléaire 7
de la manchette

8

Figure 9 Biogenése de I'acrosome

Les spermatides des étapes 1 a 10 sont représdragasase granule est observable aux éts

et 3. Dés l'étape 4, I'acrosome en formation s&talr le noyau, maintenu et guidé
I'acroplaxome. Pendant le développement de I'aecnesan trafic vésiculaire entre I'organelle
formation et I'appareil d&olgi en dégénérescence peut étre observé. Lahate@cqui appar:

a I'étape 8, est potentiellement impliquée dansafec lors des étapes postérieures de maturation.
Les dessins des spermatides sont extraisvd@iation of the testiRussel et al. Edition 1990 [7]

L’appareil de Golgi a migré loin de I'acrosomendde cytoplasme de la spermatide,
cependant, il est décrit qu’il existe encore ufidree vésicules entre I'appareil de Golgi en
dégénérescence et 'acrosome en maturation [75}rdfie serait réalisé par I'intermédiaire
des microtubules [76] ce qui constitue un arguneentaveur du transport via la manchette
(Figure 9). La présence des protéines Rab5 et Habh3 I'acrosome en maturation indique
une contribution des endosomes et des lysosomes ldabiogénése de l'acrosome. La
présence transitoire de protéines marqueurs dpdieg de Golgi (golgin 97, mannosidase I,
par exemple), durant la phase golgienne, mais retrouvées dans l'acrosome des

spermatozoides matures, suggere I'existence d'ocepsus actif « d’épuration » du contenu
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acrosomique [74], cohérent avec la présence derdgipe b-COP dans l'acrosome en
maturation (normalement retrouvée sur les vésiadlesis-golgi, elle participe au recyclage
interne de I'appareil de Golgi [77]. Ainsi, de lfasome en maturation bourgeonneraient des
vésicules contenant des composants golgiens iaufjilé seraient ensuite ré-adressées vers
I'appareil de Golgi via la manchette.

Ce transport de matériel depuis les unités deyatazh cellulaire vers les structures

de la spermatide prend place aussi pour la fabitaiu flagelle.

Deuxieme Les cytosquelettes de la spermatide

Plusieurs structures apparaissent dans la speenatnde et en allongement :
'acroplaxome, la manchette et la theque périnitdé&es structures ont été proposées lors
de leurs premieres descriptions comme impliguéas da morphogenese de la téte du
spermatozoide [78]. Des données plus récentes taimntent I'analyse de mutants de
constituants de ces structures, ont permis de ewolaur implication dans la biosynthese de
'acrosome, sans pour autant invalider leur réleeptiel dans le modelage du noyau. Si la
theque périnucléaire est retrouvée dans les speroides épididymaires, I'acroplaxome et la

manchette, en revanche, sont des structures wanasit

- L’acroplaxome:

L’acroplaxome est une structure présente danpd@sentre le noyau en allongement
et 'acrosome en formation. Elle est composée alement de microfilaments d’actine et
de kératine 5. Elle est constituée de deux paffigsire 10 A et B) :

- 'anneau marginalun anneau de matériel dense entourant la tétgpdumatozoide, a la

jonction de la membrane nucléaire et de I'extréméd’acrosome.
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L’anneau marginal apparait des I'étalement derd'seme sur le noyau (étapes
antérieures a I'étape 8), et progresse en guigdnddd de I'acrosome jusqu’aux stades tardifs
de la spermiogenese au cours desquels il est éésiales[79].

- la_plaque acroplaxomiqgueoccupant tout I'espace sub-acrosomique [79]. tinac

filamenteuse de la plaque acroplaxomique seraipeaint d’ancrage et de guidage de la
vésicule pro-acrosomique, puis des vésicules dimgiggolgienne qui fusionnent avec

'acrosome en développement.

Spécialisation ectoplasmique
apicale

Acrosome Microfilaments

de la plaque acroplaxomique

Anneau marginal
de l'acroplaxome

Anneau périnucléaire
de la manchette

Noyau

Microtubule
de la manchette

Axonéme

Membrane
plasmique

Cytoplasme
de la spermatide

Figure 10 Structure de la spermatide en allongement

A) Photographie en microscopie électronique a téssion (X10 000) d’'une spermatide ét&e
de souris B6

La fleche rouge indique un épaississement densetl@atrons groximité de I'extrémité c
'acrosome (@), il s'agit de I'anneau marginal. paque acroplaxomique tesdiquée par |
fleche verte, dans I'espace sous acrosomique.

B) Dessin d'interprétation :

-L’anneau marginal et la plaque acroplaxomique eettiue noyau entre I'enveloppe nucléair
'acrosome.

-Dans le cytoplasme de la spermatide, 'anneau pé#gnire de la manchette entoure le nc
juste sous l'acrosome. Les irotubules du manteau sont accrochés a I'anneaangeft I
noyau.

-Dans le cytoplasme de la cellule de Sertoli, leaésd’actine de la spécialisation ectoplasmn
apicale coiffe la spermatide.
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L’anneau marginal fait face a une structure ereanrplacée dans le cytoplasme de la

spermatide : 'anneau de la manchette (Figure 10 B)

- La manchette:
La manchette est une structure constituée de tulmtes (tubuline alpha et delta
essentiellement [14]) Elle se compose de deuxgsart

- 'anneau périnucléairein anneau de tubuline alpha, encerclant le ndgda spermatide,

- le_manteau,un ensemble de microtubules greffés sur I'anneaungpcléaire. Ces
microtubules descendent dans le cytoplasme de émmspide en longeant le noyau,

parallelement au flagelle en formation (Figure ®@Blet 11).

Figure 11 Spermatide allongée aa«
manchette

L'anneau périnucléaire est marqué pal
anticorps anti alpha-tubuline (en rouge).
Les microtubules du manteau sont mar:
par un anticorps anti delta-tubuline (en vert).
Le noyau est margqué au Dapi.

Image en épifluorescence X60 extraite
Kato A. et al. 200414]

Microtubules latérales
de la marchette

Moyau de

la speimatide allongée

Annead 2érinucléaire
de la marchette

L’anneau périnucléaire, qui est positionné en fdeel’anneau marginal (ces deux
structures sont séparées par une invagination dexdmbrane plasmique), est lié a la
membrane plasmique de la spermatide [80-82].

Des défauts affectant la manchette ont été assa@ces anomalies de la forme du
noyau des spermatozoides. Dans un mutant naturemBdAzh (abnormal spermatozoon
headshape mutant entrainant la perte de fonction du gédoek1[83]), il a été observé une
forte tératozoospermie, associée a un mauvaisigusément de la manchette par rapport au
noyau de la spermatide. [84]. D’autres mutationpradé¢€ines associées a la manchette ont été
associées a des anomalies de morphologie du n@®jiabp3[85], E-MAP-115[86], ouClip-

170([87].
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La manchette intervient aussi dans le positionmérde I'acrosome sur le noyau et
dans le processus de sa biogenese: par exempldragdasix récents ont montré que les
spermatozoide8zhpossédaient un acrosome, mais que celui-ci éaitent mal placé [88].
Concernant l'invalidation du gerRimpb3 il a été noté une accumulation de matériel dans
I'acrosome en formation, ainsi que des défautswlai$on des vésicules pro-acrosomiques a
'acrosome, suggérant un réle de transport bidoaoel de matériel vésiculaire entre
I'acrosome et le cytoplasme, par I'intermédiairdaleanchette.

Il est aussi possible que la manchette interagigse les processus de condensation de
la chromatine. En effet, la protéine Ran-GTPaseitdécomme impliquée dans le transport de
protéines au travers de l'enveloppe nucléaire, ststtégiquement placée au niveau de
'anneau périnucléaire [73]. Elle pourrait interiredans I'échange des histones somatiques
contre les nucléoprotéines spermatiques, les diffés protéines étant convoyées par le

transport intra-manchette.

L’acroplaxome et la manchette sont des structquesl'on ne retrouve pas dans les
spermatozoides matures. Ces deux cytosquelettesiésassemblés lors des phases tardives
de la spermiogenese. Une structure vient aloremplacement de I'acroplaxome, la theque

périnucléaire.

- La theque périnucléaire :
La theque périnucléaire (TP) est un cytosquelettetinu entourant le noyau des
gametes males matures. Elle n'apparait définitive aglans les stades tardifs de la

spermiogenése [89] On peut la diviser en deuxgmrtune partie sub-acrosomiqm@mmeée

perforatun), et une partie post-acrosomiq(ealix) (Figue 8 et 10 B). Trois rbles ont été

proposés pour la TP :
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- un role de modelage du noyau [90].
- un role d’ancrage de I'acrosome.
- et un réle indirect dans I'activation ovocytdioes de la fécondation [91].

Les composants de la TP sont assemblés pendspedamiogenése ; ils proviendraient
soit d’'un transport en association aux vésiculegarmeront I'acrosome (pour lgerforatum
notamment) [92], soit du transport microtubulaieeldéng de la manchette (pour la partie
calix).

On distingue :

- des composants interagissant avec l'actoadidin [93], cyclin Il [94], Capping Actine
proteine(CAP) alpha 3 [95] etBeta3 [96] ou encore des « actin related proteil\sp{T1 et
T2[97] etFSCN3[98]) ;

- des composants impliqués dans la formation deds&me (par exempleabp9 (fatty acid
binding protein 9, test)499])) ;

- des variants d’histones commmigbH2B\[100] ou encore des histones somatiques [101] ;
- des protéines de la famille de¥ PT(CYsteine-rich Perinuclear Theca protguiont le role
n'est pas élucidé [102] [103].

Il semblerait que Iperforatumde la TP soit la structure de remplacement déalgue
acroplaxomique dans le gaméte mature. Il s’agibg@otement d’'une structure de stabilisation,

et de protection du noyau sur laquelle est fixérbaome.

Troisieme Condensation de la chromatine

La chromatine des cellules germinales subit unodstage important, dés I'entrée en
meéiose. Dans la spermatide en allongement, lesri@stdu nucléosome (un nucléosome est
un fragment d’ADN d’environ 200 bp entourant unassére d'histone de coeur (H2A, H2B,

H3 et H4)) sont remplacées par des protéines digeegansition Tnpl et Tnp2d qui elles-
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mémes seront remplacées par les protamipeml( et prm2 (constituant une unité
nucléoprotéique de 15 bp environ).

Les protéines de transition apparaissent aux sthPle- 13 de la spermiogenése, alors
gue les histones sont enlevées de la chromatingieetelle-ci se condense. L'invalidation de
chacune d’entre elles conduit a une hypofertilitésmu moins sévere, et a des anomalies des
gametes males, mais elle ne conduit qu'a des amsnailibtilies de la condensation de la
chromatine [104] [105]. La double invalidatidmpl et Tnp2 a été réalisée, montrant des
anomalies majeures de la morphologie des gamétede déeur production, ainsi qu’une
condensation partielle de la chromatine conduisamhe stérilité méale [106]. L'invalidation
des genes des protamines 1 et 2 dans des sourérajies (possédant a la fois des cellules
avec le géene normal, sur un fond génétique C57BL@les cellules avec le géne muté, sur
fond 129sv) a montré, des défauts de compactida deromatine, et des cassures de 'ADN
des gametegrm2-/-[107].

Le changement de structure de la chromatine daspdrmatide en allongement fait
intervenir d’autres nucléoprotéines, de facon ftaime, et notamment des variants des
histones somatiques. Elles sont parfois essertticdlela fertilité male : par exemple,
l'invalidation d’'un variant de I'histone HH1T2 conduit a une tératozoospermie associée a
une réduction de la fertilité male [108].

Le remplacement des histones dans le spermatontitiere n’est pas total, il a été
décrit des régions chromatiniennes péricentriques)servant une organisation a base
d’histones [109]. Cette hétérogénéité nucléairernaitu étre impliguée dans I'empreinte
épigénétique paternelle, soit dans sa mise en plaffeant une structure ouverte aux
modifications épigénétiques) soit en constituane-@léme une marque épigénétique

(premieres régions a étre transcrites apres fétiomjla
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La condensation de la chromatine semble ne pasuét processus indépendant des
autres processus de différenciation du spermatezddlielques exemples suggerent qu'il
existe un lien entre la condensation de la chroreata régionalisation et la formation des
structures acrosomiques : par exemple, l'invalaatde Tnpl conduit a des anomalies
d'ancrage de l'acrosome; mais aussi, des histammds été localisées dans la theque
périnucléaire chez le bovin [100, 101], région imaote dans le processus d’ancrage de

I'acrosome.

La spermatide en différenciation est nourrie etgmée par la cellule de Sertoli. Celle-
ci établit un contact étroit avec la spermatidganonent en I'entourant d’'une structure de
maintien complexe et unique : la spécialisatiom@eismique (SE). Celle-ci semble avoir des
rbles multiples, et étre potentiellement impliquéans la morphogenese de la téte des

spermatozoides.

QuatriemeLa spécialisation ectoplasmique (SE)

La spécialisation ectoplasmique est composée ideefaux d’actine compris entre la
membrane plasmique de la cellule de Sertoli et @iculum endoplasmique (RE). Cette
structure existe a deux endroits dans la cellul8et¢oli (Figure 12) :

- en position basal@u niveau de la barriere hémato-testiculaire (BHTactine y forme une

ceinture au pourtour de la cellule de Sertoli. Aneau, chaque cellule de Sertoli posséde les
trois compartiments (membrane, actine, RE) planéggard, créant une structure symétrique
(Figure 12). La SE basale participe a la définiti@s deux compartiments testiculaires de part
et autre de la BHT (compartiment basal et lumin@)n ouverture permet la migration des
cellules pré-méiotiques vers le compartiment lumioa elles effectuent leur méiose et leur

différenciation [110].
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- en positon apicajeon retrouve la SE au niveau du contact sperm&ei®li, uniquement

du coté Sertolien (Figure 12). Elle apparaitraipragimativement au stade 8 [111], stade
pendant lequel une structure d’actine est clair¢robservable dans le cytoplasme Sertolien,
coiffant I'acrosome en développement. La SE apieatemaintenue jusqu'a la spermiation, au
cours de laquelle elle est désassemblée. |l estesgant de noter que la spermiation
correspond aussi au moment de la migration du sgenyte pré-leptotene au travers de la
BHT. Plusieurs travaux ont montré que la spermiaébcette migration étaient co-régulées,

et que les processus concomitants de désengagdese8E basales et apicales participaient a

cette co-régulation [112].

Faisceau d'actine

Microtubule Spermatide Sertoli
A

[:I Réticulum

i}

endoplasmique

— Protéines de jonction

Membranes:
Plasmiques Sertoli

Plasmique spermatide

\ Acrosomique

Specialisation ectoplasmique
apicale

Spécialisation ectoplasmique
basale

Sertoli 1 Sertoli 2

Figure 12 Dessin des spécialisations ectoplasmiquessales et apicales
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La spécialisation ectoplasmique apicale a un rmdéms I'ancrage des cellules
germinales au sein de I'épithélium séminifere. Hetel'intégrine alpha 6 beta 1, protéine
impliqguée dans le contact cellulaire, est retrouvedechassée dans le compartiment
membranaire de la SE [113]. Linvalidation du gé&teslanectine2, une autre protéine de
contact retrouvée dans le méme compartiment, coraduwine infertilité male liée a une
tératozoospermie, indiquant une implication deHaaPicale dans la morphogenése de la téte
[114].

Il est aussi proposé un rble dans le positionnéreera translocation des cellules
germinales dans I'épithélium séminifere. Cette famcserait assurée grace a un ensemble de
microtubules localisés a I'extérieur de la SE pleg des saccules de RE [15] (Figure 12). Ces
microtubules serviraient de rails pour déplacexparmatide accrochée par la SE apicale.

Les filaments d'actine de la SE ont une orgarosatoriginale en faisceaux
octogonaux. Un réle de modelage mécanique du ndgala spermatide avait été proposé
pour ce réseau d’'actine, qui aurait, par des pitgmi contractiles, contraint le noyau.
Cependant, une étude a permis de montrer quenkéadte la SE n’avait pas de propriété
contractile [111]. La fonction de ce réseau d'atirest pas €lucidée a ce jour.

En microscopie électronique, on peut voir desslientre les faisceaux d’actine et les
membranes du réticulum d’une part et entre legdaisx d’actine et la membrane plasmique
de la spermatide d'autre part. Des protéines camamur interagir avec l'actine sont
retrouvées dans ce compartiment : la fimbrine, pnoééine connue pour induire la formation
de faisceau d’actine [115], ainsi que l'alpha-ao#én[116], une autre protéine de la super
famille desF actin cross linking proteinPlus récemment, une nouvelle protéine capable de
former des faisceaux d'actine a été découverte danspécialisation ectoplasmique,
I’ ectoplasmicspecializationprotein: I'Espin[117]. Cet effecteur a ensuite été retrouvé dans

tous les organes présentant des structures \aliest comme l'intestin, le rein, et l'oreille
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interne (dans les stéréociles). Un mutant muricalgéne existe, le mutant naturel Jerker, qui
présente une surdité et des défauts d’équilibreusNmous sommes intéressés a ce gene
comme candidat aux tératozoospermies que nous absesvées dans une de nos lignées. Ce

point sera traité en 1l.A.2.b.

— Formation du flagelle

Le flagelle du spermatozoide de mammifére est éod®a trois parties distinctes : la
piece intermédiaire, contenant les mitochondriegamites produisant I'énergie nécessaire au

mouvement, et la piece principale et la piece teatei (Figure 13).

Flagelle

b

\kx}mmmnr_—:————f——_“—-— —

—

Piece

Téte intermédiaire Piéce principale Piéce Terminale

Axonéme

Fibres
denses

Anneau semi circulaire
de la gaine fibreuse

Colonne de la gaine fibreuse
Mitochondrie

Figure 13 Structure du flagelle d'un spermatozoidede souris. Coupes transversales ¢
microscopie électronique.

Le flagelle se compose de trois parties piece intermédiaire, contenant les mitochondldegiect
principale et la piéce terminalé!axonéme, en position centrale, parcourt toutlégélle. De
structures périaxonémales sont observables : lresfidenses dans la piéce intermédiaire
principale, et la gaine fibreuse dans la piécedipale seulement.
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Le flagelle se développe dés les phases précacés shermiogenese. Sa formation
commence par l'allongement de I'axoneme a partimddes deux centrioles. L’axonéme
consiste en une paire centrale de microtubulesustgode 9 doublets périphériques de
microtubules auxquels sont associés de nombreusdsines [118], comme la dynéine
(protéines moteurs du mouvement), la tektine, onélane. Des structures rayonnantes, les
ponts radiaires, sont ancrées sur les doubletplg@igques et se projettent vers la paire
centrale. L’axoneme est la structure pivot du flegelle est retrouvée au centre sur toute sa
longueur.

Au niveau de la piéce intermédiaire et de la pigriecipale, les neuf fibres denses de
longueurs variables entourent I'axonéme. Les fibdemses apparaissent en cours de
spermiogenese, comme des prolongements des coleage®ntées présentes au niveau du
cou, structure cytosquelettique retrouvée juste $ounoyau [119]. Les fibres denses auraient
un réle dans la flexibilité du flagelle et dansnwuvement. Dans la piece principale, en
périphérie des fibres denses se trouve la gaineufde, structure de remplacement des
mitochondries de la piéce intermédiaire. Il s’atjitne structure cylindrique comportant deux
épaississements, appelés colonnes longitudinadéiées entre elles par les anneaux semi
circulaires. Elle se forme de fagon distale a prate, a l'inverse des fibres denses et de
'axonéme. La gaine fibreuse a la méme compositioa les fibres denses (protéines ODF :
outer dense fib@r[120], a laquelle s’ajoute majoritairement I'enzy Akap4 (A-Kinase
Anchor Protein 4) [121] et des protéines impliquéless le métabolisme énergétique. La
gaine fibreuse est donc probablement impliquée tarégulation de la mobilité.

La piece intermédiaire se compose d’'un manchormmdechondries entourées en
hélice autour des fibres denses. A I'extrémité danchon mitochondrial, on trouve une
structure protéique dense, en anneau, reliée @mbmane plasmique : I'annulus. L’'annulus

serait impliqué dans la formation du manchon [122] dans la régionalisation du
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spermatozoide, constituant une barriere de diffui@3].

A la spermiation, le spermatozoide posséde I'ebmige ces structures. Cependant,
ce spermatozoide est immobile et incapable de tlmonn ovocyte. Des événements de
maturation vont avoir lieu dans I'épididyme perrabtf entre autres, l'acquisition du
mouvement progressif. Le spermatozoide éjaculérasubincore d’autres évenements de

maturation dans les voies femelles pour acquénragitude a féconder.

iii Organisation spatiotemporelle de la spermatogenese

Dans les tubes séminiferes des testicules deseuosigil existe des associations
précises de types cellulaires différents, par sectie tube a un moment donné. Ces
associations correspondent a des stades de I'pithgerminatif (Figure 14).

Par exemple, pour le stade VIII, un spermatocyém Ipréleptoténe de mitose | est

retrouvé associé a un spermatocyte | en prophasguese |, a une spermatide de stade 8, et

a un spermatozoide en spermiation.

““L@
Efz

.'.“:#\._
Soad

bl

I 18- I W vl VII VIl X X XI XI

Figure 14 Tableau des stades de la spermatogenékezla souris

Les stades correspondent aux associations cedlslaetrouvées dans les sections de -
séminiféres. Il y en a 12 chez la soufia XIl). La spermiogenése comprend 16 étapeg
souris (1 a 16).

Extrait deEvaluation of the testiRussel et al. Edition 1990
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Ces cellules a différents stades de maturatioexgstent en contact avec la méme
cellule de Sertoli, mais occupent des niveaux wiff&s dans la hauteur de I'épithélium
séminifere. Un tube séminifere va présenter le m&tae (I a XII) sur une certaine longueur,

ensuite on trouvera soit le stade précédent, sastidde suivant.
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3. Le spermatozoide, gaméte fécondant

Le spermatozoide fraichement éjaculé n’est pamtiant. Lors de la remontée dans
les voies femelles, il acquiert un ensemble d’'adés (modification de sa mobilité, capacité a

effectuer la réaction acrosomique...) au cours dimag&uration appelée capacitation.

a) Mobilité

I Processus

Le processus conduisant a la formation des coesbilmgellaires implique au départ
un glissement linéaire, entre deux paires de mibudes adjacentes, grace a I'hydrolyse de
'ATP mitochondrial, par les dynéines ATPases ntigbollaires. Comme ce glissement
linéaire est mécaniquement contraint, vraisemblabteé par des liens protéiques, il se
transforme localement en une courbure de l'axonéAfen d’obtenir un mouvement
flagellaire cohérent, l'initiation du glissemenicmotubulaire des 9 doublets est asynchrone et
asymetrique (seul une moitie du flagelle est camdera un moment donné). Cette

asynchronie est régulée via les structures raydasast le doublet central [124, 125].
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il Activation

Du fait de la présence d’inhibiteurs de la moéilitans les sécrétions séminales, les
spermatozoides fraichement éjaculés sont immolilles.facteurs, comme la PSA (prostate
specific antigen), ou encore des ions (Zinc) [12@nt permettre d’activer le mouvement
flagellaire, essentiel a la remontée dans les viégeselles. Les mécanismes endogenes
d’activation du spermatozoide impliquent l'actieatide variants d’enzymes glycolytiques

(comme pour le variant de I’hexokinase HK1S [127])

b) Capacitation

i Définition et processus

Afin que les spermatozoides deviennent fécondamts,ensemble de processus
conduisant a une modification des propriétés mendr@s, de la composition ionique
interne, et du mouvement, doit prendre place. @semble de modifications est nommé
capacitation. Une fois le spermatozoide capadifgeut acquérir le mouvement hyperactivé,

et est réceptif aux inducteurs de la réaction acnigue.

il Modifications membranaires

Les modifications de la membrane plasmique sost é&nements précoces de la

capacitation. Il est observé une réorganisationptiespholipides membranaires, un efflux de
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cholestérol et une augmentation de la fluidité thsmpalemme du gamete [128]. L'efflux de
cholestérol est favorisé par une capture par degipes du milieu environnant comme
'albumine. Une réorganisation de la répartitiols geotéines est aussi observée, comme dans
le cas des protéines Vam6P et SNAP [129]. Ces ipgstésont impliquées dans le trafic
vésiculaire et la fusion membranaire, leur rel@zdion en position acrosomique pendant la
capacitation permettra I'exocytose de I'acrosom@dpet la réaction acrosomique. Ces
événements de capacitation sont dépendants debic@mbonate. Son entrée dans la cellule
provoque l'activation directe de koluble adenylyl cyclasgsAC), et la production d’AMPc
qui va activer la protéine kinase A (PKA) [130]. BKA va, a son tour, activer de nombreux
effecteurs cellulaires par phosphorylation (come® protéines Akap, ou encore la dynéine
axonémale [131]).

La capacitation s’accompagne d’'une augmentatiopHlinterne du gameéte [132] et
d'une hyperpolarisation membranaire [133, 134], ehéfante du canal Ksper [12].
L’hyperpolarisation de la membrane plasmique estpu@trequis a I'entrée massive de
calcium dans le gaméte méle lors du contact aveom& pellucide ovocytaire, et donc au

déclenchement de la réaction acrosomique [135].

iii Le mouvement hyperactivé

L’entrée de bicarbonate ainsi que l'alcalinisatiom pH cellulaire vont permettre
I'activation des canaux calciques voltage-déperdd&dtsper, et donc I'entrée de calcium
dans la cellule [136, 137]. Cette vague calciquestimnuler en cascade plusieurs voies

enzymatiques (kinases calcium dépendantes, SAC, .pKAaboutissant a [I'activation

d’effecteurs flagellaires (AKAP4, ODF2...) (Figure)15
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Les spermatozoides passent d’'un mouvement pragpesslant lequel le battement
flagellaire est régulier, et I'oscillation de lagéest de faible amplitude, a un mouvement dit
hyperactivé : les oscillations de la téte devienmknforte amplitude, le battement flagellaire
devient asymétrique et frénétique (Figure 15). glasition de ce mouvement serait lié a la
nécessité d’explorer un plus grand volume de l'emnement afin de trouver I'ovocyte, une
fois que le spermatozoide est arrivé a proximitéiderait aussi a la traversée du cumulus,

amas de cellules de la granulosa entourant I'oeoaytlé.

¥
I CcatSper 1-4
Sparm N heteratetramer channal
Membrana

g

Phasahoryiation
—!ﬂ-

Figure 15 Mécanisme moléculaire de Iacquisition du mouvemenhyperactivé du
spermatozoide de souris

L'entrée de bicarbonate et de calcium, pernee I'alcalinisation du cytoplasme et
modifications membranaires de la capacitation, pgoe I'activation d’effecteurs flagellaires
par phosphorylation. Le mouvement flagellaire detvasymétrique et frénétique.

Extrait deNavarro B. et al. 200§12]
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c) La fécondation

La fécondation, ou fusion des gametes male etlfermecessite que le spermatozoide
traverse le cumulus entourant I'ovocyte, puis laezpellucide (ZP), et enfin qu’il y ait fusion

des membranes plasmiques des deux gametes.

I La traversée du cumulus

Le cumulus est un amas de cellules entourant ¢eo; ces cellules, issues de la
granulosa de I'ovaire, sont prises dans une magsit@cellulaire riche en acide hyaluronique.
Les spermatozoides qui la traversent sont capagitgsartie, mais leur acrosome est encore
intact. Cette traversée est aidée par les hyaldases Spaml [138], Hyal5 [139] et Hyalpl
[140]. L'invalidation deSpam1lou le blocage par anticorps de Hyal5 et Hyalp pgoe un
délai dans la traversée du cumulus.

La traversée du cumulus n’est pas une simple gpranposée aux spermatozoides,
elle semble avoir un role fonctionnel : la fécomatatn vitro est plus efficace quand on utilise
des ovocytes avec cumulus [141]. Cela semble imdique des événements de maturation

finale des spermatozoides sont déclenchés partetesée.

ii La réaction acrosomique : traversée de la ZP etitusmembranaire

Lorsque les spermatozoides ont traversé le cumitudeurtent la zone pellucide

(ZP). On observe alors un contact entre la ZP ehémbrane externe des spermatozoides
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[142], c’est la fixation primaire. Ce contact petngde déclencher la réaction acrosomique.
L'un des composants de la ZP, la protéine ZP3, é& idipligué directement dans ce
déclenchement [135]. La liaison entre la ZP3 et direpteurs spermatiques provoque
notamment :

- une activation de protéines G,

- une dépolarisation membranaire,

- une entrée de calcium transitoire [135], via ti\@tion de canaux calciques voltage-
dépendant de type T,

- l'activation de la phospholipase C (PLC) [143hzgme permettant la libération d’'IP3
(Inositol triphosphate), pour lequel la membrarterime de I'acrosome posséde des récepteurs
[144)].

Les récepteurs spermatiques ne sont pas bien gomleunombreuses pistes sont
ouvertes, impliquant probablement des protéineeptéices organisées en complexes
transmembranaires [145].

L’entrée de calcium transitoire et I'activation ldePLC vont induire une libération des
stocks de calcium, probablement a partir de I'ammges lui-méme [146], puis une activation
des protéines SOC (store-operated channel) [LéAuisant a une élévation permanente du
calcium interne. Cette élévation de la concentraitiberne de calcium, provogue I'exocytose
de la vésicule acrosomique. Cette exocytose fearvenir les protéines de la machinerie de
fusion membranaire comme les protéines VAMP et SHAfRI se sont relocalisées pendant
la capacitation.

La réaction acrosomique (RA) n’est pas une ex@gytdassique, elle s’effectue par la
fusion locale des membranes plasmiques et acrosesiigxternes, créant des pores qui

permettent la libération du contenu acrosomiquegufei 16 B). Il s’agit plus d'une
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« vésiculisation » des membranes, que d'une exseytle la vésicule acrosomique. Cette
vésiculisation ne s’opére pas dans la région éqaéto

La RA effectuée, cette zone membranaire partimjliau niveau équatorial, présente
une structuration originale [148] qui serait impkgp dans la fusion gamétique [149]. Des
études en microscopie électronique ont montré @uezdne équatoriale est une zone

privilégiée de la fusion des membranes des dewetgEnfil50].

-Fusion locale des membranes
Vésicule mixte -Formation de pores

x ) /_ -Libération du contenu acrosomique
P il \‘f Ry

Membrane acrosomique ﬁ//\\ M

Acrosome

externe

Membrane plasmigque

—

Membranes : (= Zone équatoriale
- acrosomique interne

- hucléaire

Noyau

Figure 16 Dessin de la réaction acrosomique

A) Spermatozoide intact présentant ses 4 membrari@smique, acrosomique externe et
interne, et nucléaire.

B) Fusion locale des membranes plasmique et acigaermexterne. Cette fusion produit des
vésicules mixtes (membranes plasmique et acros@najasi que des pores, par lesquels est
libéré le contenu lytique de I'acrosome.

C) Spermatozoide réagit : Des régions de la zonatédale sont mises a nue, elles
interviendront dans la fusion des membranes dursgtezoide et de I'ovocyte.

Extrait deA. Abou-Haila et D. R. P. Tulsiani 20Q03]

Par la suite, le spermatozoide est internalisé ljmaocyte, son génome sera
décondensé, et fusionnera au génome maternel. & @¢ développement du nouvel

organisme pourra commencer.
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B. La cartographie de QTL

1. Notions de génétique quantitative

a) Le caractere quantitatif

Un caractere quantitatif est un caractere phépigpdont la distribution est une
fonction continue et mesurable (selon souvent ustililition gaussienne, ou gaussienne
tronquée), comme la taille, le poids, la quanti&éspermatozoides produits...Le caractere
guantitatif se définit par opposition au caractqualitatif, comme la couleur des yeux, ou
certaines pathologies monogéniques telle la mucimdse (la forme majoritaire) pour
lesquels il est possible d’établir des classesréliss de phénotype (bleu-vert-brun, ou
malade-non malade). Les traits quantitatifs échafpea apparence aux lois de Mendel.
Mendel lui-méme avait noté qu’il existe des phépesy comme la couleur de la fleur dans
'especepisumqui ne respectent pas les lois classiques : lisaarent en F2 (cf ci-dessous)
de plante a fleur blanche et de plante a fleuretie) ne donne pas des descendants soit violet

soit blanc dans les proportions définies, mais toupanel de couleur (Figure 17).

1/4 172 174

Figure 17 Population F2 dans le cas d’un trait mongénique et d’un caractére complexe

A) La descendance en F2 donne les phénotypes paxreddns les proportions mendéliennes.

B) En génétigue quantitative, plusieurs locus jousuar le phénotype, avec des niveaux
d’'implication différents, la population en F2 mantune gradation des phénotypes,
phénotypes extrémes ne sont pas forcément celpadests.
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Il est intéressant de noter que Mendel avait épme explication a ces « résultats
énigmatiques » : le caractére observé devait &nérdé par plusieurs loctisdont I'action
cumulée expliquait la variation phénotypique [15Cktte hypothése du polygénisme est
I'hypothése sous-jacente de la théorie de la ggmétiquantitative (qui étudie les traits
complexes, ou quantitatifs). La génétique quanigatest souvent appelée génétique
multifactorielle, ou génétique des caractéres ardéhisme complexe (caracteres complexes
par abus de langage). Un caractére qualitatif p&mné monogénique (la variation
phénotypiqgue n’est déterminée que par la variatallélique d'un seul géne) ou
polygénique/oligogénique (la variation phénotypigest controlée par I'association de
différents alleles (haplotype) d’'un nombre limit® genes), comme dans le cas de la couleur
des yeux chez I'humain. Un caractére quantitatift@re discrétisé en classes (on parle de
caracteres meéristiques). La distinction quantigtidlitatif réside donc moins dans la
distribution statistique du trait phénotypique, qlens la relation qui lie le génotype et le

phénotype.

b) La relation génotype-phénotype

Dans le cas des caracteres monogéniqgues, a déitamaisimple, la connaissance du
génotype (quel allele est possédé par l'individeynmet d’inférer directement et sans
ambiguité le phénotype (malade ou non malade pampbe). Dans le cas des caracteres a
déterminisme complexe, différents locus agissentesphénotype, chacun de facon modérée
(et non en tout ou rien) en interaction entre ede la simple additivité des effets, a des

relations plus complexes), et dont I'action pewt @odulée par I'environnement. Il en résulte

2 Pour les latinismes, la régle de francisationplesels définie par 'académie francaise est ap@ie dans ce
document : un locus, des locus
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gue la connaissance du type allélique a un locysemaet pas de déterminer le phénotype de
l'individu avec certitude, et inversement. La val@inénotypique individuelle va donc étre
une fonction du génotype et de I'environnement.ples, pour des individus élevés dans un
méme environnement (contrdlé dans la mesure duibp@ssayant le méme génotype
(consanguinité), la mesure phénotypique présentara variabilité inter-individuelle
résiduelle, aléatoire (due a la variabilité de lasore, ou des effets incontrdlés du
microenvironnement ...). La valeur phénotypique Pr (@emple le taux de testostérone)
s’écrira comme une fonction du génotype G (variaatliques d’enzymes de la
stéroidogenése), de I'environnement contrblé E (nadxde, par exemple le nombre de méles
par cage) et d'un terme aléato&résouvent estimé comme gaussien).

P=p+G+E+®
Ou p représente un terme constant du phénotypst Bemoyenne de la distribution
phénotypique.

G pourra se décomposer en autant de termes ga’dle/ locus impliqués. Ces termes
sont d'autant plus complexes qu’il existe des stBons non-additives entre les locus et

éventuellement entre les locus et I'environnement.

c) Effet génétique additif, ou épistatique

Imaginons un phénotype P, régulé par deux genest@&@R, tous deux existant sous
deux variants alléliquesi® et Gb (=1 ou 2), la représentation de la valeur phénotypiqu
moyenne connaissant les génotypes peut présenseeynls cas de figure (Figure 18):

- le_cas additif les génotypes conferent au phénotype une vaieyenne, 'effet de G1

s’ajoute a l'effet de G2 pour chague combinaisdéligle.
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- le cas épistatiqueles génotypes interagissent entre eux, multiplieurs effets, ou montrant

des relations d’incompatibilité entre alléles. Laeur phénotypique moyenne de lindividu

portant la combinaison allélique {G1AA ; G2BB} edifférente de la somme des effets

G1AA+G2BB (Pour une explication détaillée de I'épsse et de son importance, se référer a

Carlborg et Haley, 2004 [152]).

Effet des locus G1+G2
Cas additif

W

——G1. A4
-Gl A3

G1l:aa

BH Bb bb
genotype G2

Effetdes locus G1+G2
Cas épistatique

N

BH Bo ]
genotype G2

Figure 18 Représentation des valeurs phénotypiquetun caractére contrélé par deu:

locus dans le cas additif et dans le cas épistatigu

En abscisse est porté le génotype au locus G2EBBRu bb). Pour chaque génotyBe, trois
points sont représentés, correspondant aux traistgges au locus G1 (AA, Aa ou ad)a
valeur phénotypique pour chaque génotype {G1 ; &2}portée en ordonnée.

Dans le cas additif, chaque allele de chaque gpaocapporte soeffet, qui se cumule av
I'effet de l'allele au second génotype. Les courbast paralléles.

Dans le cas épistatique, certaines combinaisorigldsadonnent des valeurs phénotypic
différentes de la somme des effets des alleleschehes se croisent.

d) Notion de QTL

Dans une population complexe ou des variantsiqliés sont en ségrégation et dans

laquelle on observe une distribution bimodale (aning) d'un phénotype, on peut souvent

observer une association statistique entre unaioerintensité du phénotype et la présence

d'un allele particulier & un marqueur génotypé (umicrosatellite ou un SNP Single

Nucleotid Polymorphisin
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Cette association statistique entre des valeutaqilipiques et une région du génome
indique I'existence dans cette région d’'un élém(gahe, région d’'attachement a la matrice
nucléaire, enhancer...) qui intervient dans la ré&miadu phénotype. Cette région est
appelée QTL, pouQuantitative Trait Locus c’est une région qui intervient de facon
mesurable, quantitative, dans la régulation d’'uengltype. Un phénotype quantitatif est
contr6lé par plusieurs QTL qui agissent chacun awee certaine force/puissance sur le
phénotype. On définit la force d’'un QTL comme leupentage de variance du phénotype
gu'’il explique. La détection d'un QTL dans une plgion sera d’autant plus aisée que la
force du QTL est grande.

Le QTL est donc une association statistiqgue et déviation phénotypique et une
fréquence allélique a un marqueur. Des méthodesalyse mathématique de détection de

QTL plus ou moins raffinées existent. La plus siepplite analyse point par paoimonsiste a

tester s'il y a une déviation phénotypique sigmifice compte tenu du génotype a chaque
marqueur. Le résultat est exprimé en LOD scorestda transformation logarithmique du
rapport de la probabilité (P) d'obtenir la déviatiphénotypique sous I'hypothése (H1)
(existence du QTL a proximité du marqueur considétg la probabilité sous I'hypothése
(HO) (absence de QTL a proximité de ce marqueur).

LOD score = log((P|H1)/(P[HO))

Les marqueurs utilisés lors d’'une primo-localisatde QTL sont répartis le long des
chromosomes, espacés de plusieurs centimorgansyp@e d’analyse ne donne aucune
information sur ce qui se passe entre les marquearforce de 'association d’'un QTL a un
marqueur dépend du déséquilibre de liaison quitexaatre le QTL et le marqueur (plus le
QTL et le marqueur sont proches, moins ils ségréigeiépendamment). Il est donc possible

d’apporter un raffinement mathématique a I'analysit par point. Brievement, connaissant

52



le taux de recombinaison entre deux marqueursli@s QTL, il est possible d’estimer le taux
de recombinaison dans l'intervalle entre ces deasqoreurs.

Pour chacun de ces points intermédiaires virtuletst possible de calculer un LOD
score. On obtient alors une courbe de LOD scordiragn le long du chromosome, et on
estime que le QTL est le plus probablement positiad proximité du point de plus fort LOD
score. Cette analyse dite multipoddnne des intervalles de cartographie avec desvaites
de confiance de plusieurs dizaines de centimordasmodeles mathématiques de détection
de QTL peuvent intégrer différents parameétres, ceniennombre de QTL en ségrégation
dans la population ou encore les relations noralreé qui peuvent exister entre les QTL ou

entre les QTL et 'environnement.

2. Les modeles murins classiques de détections de QTL

L’'apport des souris a la cartographie de QTL medémiable. Une recherche rapide sur
le site interneMouse Genome Informatitdu laboratoire Jackson permet de trouver plus de
3800 QTL uniquement chez la souris. Ce nombre estiv possible par I'ensemble des
caractéristiques physiologiques et d'élevage deolais (petit animal prolifique, supportant
bien la consanguinité, dont I'environnement peu¢ &tandardisé finement), mais aussi par
'existence d'un grand nombre d'outils génétiquas gnt été créés chez la souris. La
cartographie de QTL comprend deux étapes: la phimalisation, qui consiste en un
screeningglobal du génome afin de détecter des QTL (damsrésolution proche du demi-
chromosome) et la cartographie fine, qui permedéfair la région du QTL finement, afin de
pouvoir proposer des genes candidats expliquavariation phénotypique. Dans un premier

temps, je décrirai les outils classiqguement uslipéur cartographier des QTL chez la souris

 www.informatics.jax.org
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(primo-localisation et cartographie fine), puispjg@senterai I'outil que j'ai utilisé pour mes

travaux : 'ensemble de lignébterspecific Recombinant CongerfiRCS).

a)Les populations complexes

I Backcross et intercross

Les croisements en deux génératidyakcrossou intercross sont largement utilisés
pour cartographier des QTL chez la souris.baekross(BC) et lintercross(F2) consistent
tous deux a créer une population F1 en croisank digmées de souris présentant des

différences phénotypiques d’intérét. Les indiviensF1 sont hétérozygotes a chaque locus.
B

A A B
L““; - F1 L“““;"i F1

X X
F2 |, Ul Bc

; 1

Population F2 Population Backcross

iJ

Figure 19 Carte génétique de I'établissement d’ungopulation F2 ou BC.

Une seule paire de chromosome est représentéessi® de la souris.

Dans les deux cas, une population F1, hétérozygstegconstituée par le croisement de t
lignées de souris. Dans l'intercross, les individils sont croisés entre eux, donnant
population F2 comportant tous les génotypes passibl

Dans le cas du backcross, les individus F1 sonsé&scsur la lignée B, la populatidBC ne
comporte pas d'individu homozygote pour des alldesype A.
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Le backcrossconsiste a croiser les individus en F1 avec ddw/igus d’'une des lignées
parentales, alors quertercrossconsiste a croiser les individus F1 entre euxgiatiin d’'une
population F2) (Figure 19).

La différence fondamentale qu'il y a entre BC 8tdst la fréquence des génotypes
attendus : pour la population F2, on attend lantéjman classique a chaque locus possédant
les alléles A pour la lignée parentale 1 et a palignée parentale 2 de :

AA : 25% Aa : 50% aa: 25%

Pour le BC, si on croise la population en F1 aves iddividus de la lignée parentale 1, on
attend :

AA : 50% Aa : 50% aa : 0%.

Une fois les populations établies, chaque indivedtiphénotypé et génotypé. Chacun
d’eux ayant un génotype unique dans la populatbague génotype n’est mesurable qu’une
seule fois, et est entaché de sa variabilité.

La résolution cartographique attendue pour ceeaydiapproche est d’environ 5 a 25
cM si environ 1000 individus sont phénotypés etoggmes (il faut 10 000 individus pour

descendre en dessous du cM) [153].

Des outils plus raffinés ont été créés afin deimiier le nombre d’individus
nécessaires ou pour augmenter la puissance dsdaitién cartographique des QTL pour un
nombre donné d’individus.

Ces outils sont :

- la création de populations plus complexes quie2@u un BC, afin d'augmenter le nombre
de recombinaisons informatives entre les marquetules QTL, ou d’augmenter le nombre de
marqueurs polymorphes. Il s’agit des Alladfance intercross lineet des stocks

hétérogenes ;
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- l'utilisation de I'ensemble (ou une partie) damEes consanguines déja établies comme une
population générale dans laquelle ségrégent des. QIfLs’agit de la cartographie

d’association.

i Advance intercross line et stocks hétérogenes

Dans les populations F2 ou BC, le nombre de reguangmns informatives est limité,
puisqu’'une seule génération (F1) génere des recaisoins a l'intérieur des haplotypes
parentaux (Sur la figure 19, on peut voir que legrhents génomiques sont assez grands).
L'idée des AIL [154] est donc d’augmenter le nombe recombinaisons a l'intérieur des
haplotypes parentaux afin d’augmenter la résolutienla cartographie des QTL. Pour ce
faire, les individus en F2 ne sont pas phénotypess a nouveau croisés entre eux, afin de
générer une F3, puis une F4... Afin d’'augmenter eésdint le nombre de recombinaisons
intra-haplotypes, les croisements frere-sceurs goites pendant I'établissement de la
population. A la derniere génération, un croisenuamsanguin peut étre fait. Une AIL a six
générations a une résolution comprise entre 5od pour une population de 2500 individus
(contre les 10 000 individus d’un croisement enxdgénérations) [153].

Cette approche permet d’augmenter le nombre deniginaisons informatives, mais
pas le nombre de marqueurs informatifs, ni le nemtbe QTL en ségrégation, puisque
I'établissement de la population AIL, comme une dt2un BC, débute par un croisement
entre deux lignées consanguines de laboratoirestll possible d’établir une population
complexe a partir de croisements impliqguant plusidignées (8 par exemple [155]), en
premiére génération, puis de croiser les individes générations successives afin d’obtenir
une population d’individus hautement recombinadtst le génome est une mosaique des

huit génomes parentaux. Les individus de dernieggaétion sont génotypés par des
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techniques haut-débit, sur un grand nombre de rearguCette population finale est nommée
stock hétérogene. Une telle population a été éélipar I'équipe de J. Flint. Aprés un
phénotypage extensif (97 phénotypes) d’environ 2&f\ris, leurs génotypages sur 13 459
SNP, cette équipe a publié quelques 843 QTL, danimtervalle cartographique moyen de
2.8 Mpb (certains de ces QTL recouvrent des régaars lesquelles il y a moins de dix
genes). L'analyse mathématique, qui consiste erreateerche d’association des phénotypes
avec les haplotypes ancestraux (cf. chapitre stiivatemande une prise en compte

importante de différents biais, rendant I'analysmplexe.

lii Cartographie d’association

L’ensemble des lignées de laboratoire descend dambre restreint de fondateurs
communs établis au début du 20eme siécle. Ceslgpéises dans leur ensemble sont, d’'une
certaine fagon, une population complexe, avec degpgs ayant divergé les uns des autres,
portant des polymorphismes communs, hérités parceddsance, ainsi que des
polymorphismes privés, accumulés pendant les édisEsement des lignées. De la méme
facon, les souris sauvages constituent une popnlatiec des caractéristiques semblables. Il
est donc possible de tester I'association d’haplkesyet de phénotypes entre lignées de
laboratoire ou entre souris sauvages afin de capbger des QTL. Cette technique ne
demande pas de croisement, elle met a profit lesmbinaisons accumulées pendant
I'histoire phylogénétique des lignées. Ce type wtiét permet de localiser des QTL de force

importante, sous réserve que différents haplotggesent dans les différentes lignées testées.

De plus, si les QTL sont liés par des relationpidtasie, ils peuvent ne pas étre détectés.
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Les études en populations complexes ont souvienbhivénient de créer des individus
génétiqguement uniques, qui ne sont bien souvenigifyigables qu’une seule fois en cas de
phénotypages destructifs. Chaque mesure est deachée d’'une variabilité minimale, méme
dans un environnement parfaitement standardisécédait, la puissance statistique de
détection des QTL dans de telles populations né gaegmenter que par 'augmentation de la
taille de la population afin de minimiser la vaganrésiduelle. Une autre possibilité est de
stabiliser les génotypes sous la forme de lign@sanguines. Ainsi, un méme génotype
pourra étre étudié plusieurs fois, et donc la vatghénotypique qui lui sera imputé, sera la

plus exacte possible.

b) Les ensembles de lignées

i Construction et exploitations des séts

Il existe trois grands types d’ensembles de lignée laboratoire utilisés en
cartographie de QTL chez la souris :
- Les CSS Chromosome Substitution Strains
- Les RIS :Recombinant Inbreed Strains
- Les RCS Recombinant Congenic Strains

Les CSS consistent en des lignées pour lesquelleiromosome entier (ou presque)
est remplacé par son homologue d’'une autre ligGés.lignées permettent une cartographie

avec une résolution d’'un chromosome.

* Set : ensemble de lignée, selon la dénominatigtais
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Les RIS sont utilisés la premiere fois en géngtiquantitative en 1971 [156]. Depuis,
de nombreuses études de génétigue mendélienneggéhdéque quantitative ont tiré profit de
leur existence. La construction d’'un set de lignResombinant Inbred se déroule comme
suit :

-Deux lignées consanguines de souris de laboratboigent étre choisies, selon des
caractéristiques phylogéniques (des lignées plasgrédes ont plus de chance d’avoir
accumulé difféeremment des variations de séquentephénotypiques (des différences
phénotypigues marquées entre lignées indiquenélsepce probable de QTL). Une premiére
étape consiste en la création d’'une populatiordg8s laquelle les individus ont en moyenne
50% du génome de chaque lignée parentale.

- Ensuite, un certain nombre de croisements frégars sont établis sur plus de vingt
générations afin de fixer chaque locus a I'état tmygote. Les lignées obtenues ont en

moyenne 50% du génome de chaque parent (Figure 20).

Une premiére étape consiste en la cré
d’'une population F2 a partir de deux lign
de souris. Ensuite sumlus de ving
générations des croisements frére-scsans

Fl établis afin de fixer chaque locus a I
fl—b_ homozygote. Les lignées Rigossédent ¢
u moyenne 50% du géme des deux ligné

i Figure 20 Etablissement du set de RIS
| X
L

parentales

== —

F3
a Fz2o

i
HL

RIS1

2 RIS3
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-Le génotypage est conduit une seule fois. En,d#stlignées étant pérennisées, il n’est pas
nécessaire de typer les individus phénotypés. Ghhgée RIS est une combinaison unique
du génome de chaque parent, de ce fait, en phartym ensemble de lignée RIS et en
comparant leur profil de distribution de leurs laybes, on peut déduire le fragment

génomique minimal responsable d’'une variation phgugue. Cette analyse porte le nom

d’analyse par SDP Strain Distribution Pattern Les RIS présentent les avantages d'étre
cumulatives d’'un point de vue génotypage et phéraujg.

En effet, toute information acquise sur une RIS résitilisable puisque la lignée
continue d’exister aprés le phénotypage. Cartogeaple nouveaux QTL ne nécessite pas
d’étape de génotypage, et enfin, le phénotype ploague génotype est mesuré de facon plus
fiable, car il y a des répétitions. L'utilisatioeslRIS présente cependant quelques écueils : la
finesse de détection des QTL est fonction du nordbriignées du set (Darvasi a estimé qu'il
faut 40 lignées pour obtenir un intervalle de cgnaphie de 25 a 5 cM et 500 lignées pour
étre aux environs du cM). L’ensemble de lignégdus important actuellement disponible est
le set issu du croisement C57BL6* DBA2, qui coresign une centaine de lignées.
Cependant, les lignées C57BI6 et DBA2 sont deséégnproches, ne présentant pas
systématiqguement du polymorphisme génétique. Lhinéaient majeur des RIS est de ne pas
avoir accumulé suffisamment de recombinaisons imé&ives, et de ne pas avoir séparé plus
systématiqguement les locus en interaction. Ces nwdétients peuvent étre levés en
introduisant deux étapes de backcross avant la aniggat consanguin, on obtient alors des
RCS :Recombinant Congenic Straiffsigure 21).

Le principe des RCS est proposé pour la premigie dn 1986 [157]. Le plan de
croisement proposé consiste en I'établissementedpopulation F1, croisée en retour sur
'une des lignées parentales (lignée dite receyelisegénération N2 obtenue est croisée sur

le méme parent, et donne naissance a la populd8on

60



La mise a I'état consanguin se fait a partir dedividus N3 pendant au moins 20
générations. En moyenne, chaque lignée posséddsdh il génome donneur dans le fond

génétique du génome receveur (Figure 21).

A B
Figure 21 Etablissement du set de RCS
Le plan de croisement consiste
= I'établissement d’'une population F1, croi
A | en retour sur l'une des lignées paren

1 (dite receveuse). La génération N2 est rétro-
croiséesur le méme parent. La mise a I’

1 [ consanguin se fait partir des individus N

pendant au moins 20 générations.

= Le pourcentage moyen de génome d
1 | lignée donneuse dans les RCS
BC1 théoriquement de 12.5 %
X
il by  Bc2

i

J o1 J
XH

I IF3 I F3
¥ a F20 a F20
RCS1

RCS2 RCS

On estime qu'il faut 20 lignées pour couvrir 'ensble du génome (par la lignée
donneuse) [157]. Les RCS présentent les mémesamemtle base que les RIS, mais elles
permettent en plus de disséquer les relations stage entre les QTL. En effet, deux QTL en
interaction épistatique ont plus de chances d'&éarés dans au moins deux lignées RCS
distinctes que dans deux lignées RIS distinctesstirhation théorique de la résolution d’'un
ensemble de RCS n’est pas évidente : expérimergakenh semblerait qu’elles puissent se

situer entre 5 et 15 Mbp [158].
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L'utilisation des RCS et des RIS demande une éapelémentaire une fois un QTL

positionné : la création d’une lignée congénique.

i L'étude en congéniques

Une fois la primo-localisation de QTL effectuée, tégion identifiée doit étre
introgressée seule dans le fond génétique recafeurd’en mesurer I'effet, débarrassé de
toutes les relations d'épistasie qui peuvent ne pasr été détectées. Cette étape est
essentielle car toutes les lignées congéniquegpreduisent pas le phénotype que le QTL
semblait contrdler en primo-localisation (par exéanpa lignée congénique portant le QTL
pbwglne reproduit pas la différence de poids corpadpskovée en primo-localisation [159]).
L'intérét majeur de créer une lignée congéniqueagmbria région QTL est d’effectuer une
analyse en sous-congénique pour circonscrire le (Qidntitative Trait Nucleotidesous-
tendant le QTL. Il s’agit de créer des lignées pdast des fragments de la région d’intérét,
plus ou moins chevauchants. Pour cela, une populdR est créée a partir de la lignée
congénique et de la lignée parentale receveusegedesbinants de la région sont recherchés
par génotypage, et des lignées homozygotes sduliesta partir de ces recombinants (au
moins quatre générations sont nécessaires). Ugsandentique a I'analyse par SDP décrite
ci-dessus permet de localiser finement le QTL, weg région ne contenant que quelques

dizaines de genes.

Les lignées RCS et RIS sont établies a partirgiheés classiques de laboratoire. Nous
avons vu que ces lignées descendent toutes d'urbneolimité d’ancétres communs. Le
polymorphisme génétique et phénotypique est ddatvement faible entre elles. Ce manque

de polymorphisme peut étre levé en utilisant dgiséles plus éloignées phylogénétiquement.
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Le set de lignées RCS présentant le plus de pojyiisme est le set des IRCS, pour lequel le
génome donneur appartient a une autre espece de qaa le génome receveur. Ce sera le

modéle utilisé dans le travail de these présemné da mémoire.

3. Le modéle IRCS

a) Lignées parentales

L’ensemble de lignées IRC consiste en une sérieligigées recombinantes
congéniques issues d’'un croisement initial entsditmées C57BL6/J (B6) et SEG/P (SEG).
La lignée B6 est une lignée classique de labomt@ille est consanguine et est considérée
comme appartenant a I'espddeis musculus domesticusa lignée SEG est une lignée plus
récemment dérivée a partir de souris sauvagesedpaceMus spretus cette lignée est
faiblement consanguine.

Les especedus musculuset Mus spretusont divergé il y a environ 1.5 milliard
d’années, accumulant un polymorphisme génétiquenésa environ 1 a 1.5% (figure 22)
[160], ce qui constitue une divergence proche d& agui existe entre 'homme et le

chimpanzé [161].

The Mus species group

spretis

elurne sticus

The
musculis Ing, musculus
castaneus group

bactrianus
FTIEC, 7 (Creemo->= Iram->Tsracl]
LU e »
{ :.vpicifcg 165 (AmstrimonUkombireo T dpgasim)
(el 48 ov kortulm)
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Figure 22 A gauche: Photographie de souris SEGMUs spretuy et C57BI6 (Mus
musculug

A droite : Arbre phylogénétique du genreMus

Les espécellus musculugtMus spretusnt divergeé il y a environ 1.5 milliard d’années.
Arbre extrait de Lee SilverMouse genetics
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Le croisement entre B6 et SEG est possible, méhesspeu fécond : en utilisant un
male SEG et une femelle B6, il est possible d'obtane portée dont les femelles seront
fertiles, mais pas les males (selon la régle delaie sur la stérilité interspécifique du sexe
hétérogamétique [162]). Des locus de stérilité tgbmale sur le chromosome X ont été
décrits (par exemplélst3 [163]). Le croisement dans le sens femelle SEGatenB6 est
décrit comme particulierement improductif, cettiblia fertilité impliquant probablement des

défauts de placentation [164].

b) Etablissement du set

L’établissement et la description du set des IRG&t I'objet d’'une publication [165].
Le croisement initial pour établir le set des IR&€8onc été fait dans le sens M(SEG)*F(B6).
Les femelles F1 ont été rétro-croisées sur la 8gd@, donnant naissance a la génération N2.
La génération N3 a été obtenue en croisant lessniNefertiles (testés avant utilisation par
un test de fertilité, 18 males étaient fertilesp@des femelles B6. A partir de cette étape,
environ 4 a 8 couples issus des portées de chaesirl® males N2 ont été établis pour
commencer la dérivation de lignées consanguingsuidotal de 118 couples). La dérivation
a I'état consanguin des lignées ne s’est pas $aites perte : sur les 118 lignées, 63 se sont
éteintes dés les premiers croisements consangArtsellement 55 lignées IRCS sont
maintenues a I'Institut Pasteur de Paris. La notaéne est : BcG suivi du numéro du male
fondateur N2 puis d’'une lettre, par exemple BcG-9i@mmeée par la suite 97C pour des

raisons de commodité.
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c) Génotypage des lignées

Aprés au moins 20 générations de croisements pgusss, les lignées IRCS ont été
génotypées une premiére fois sur un ensemble demi@®satellites, en utilisant un pool
d’ADN génomique issu de lI'ensemble des reprodustale chaque lignée. Un second
génotypage sur 490 SNP, en collaboration avec lr€dational de Génotypage (CNG)
d'Evry a été effectué, offrant une couverture ®talu génome des lignées avec 673

marqueurs.

d) Description du set des IRCS

Les ensembles de RCS établis a partir de lignéssiques de laboratoire répondent
bien aux attentes théoriques (voir par exempleele Acb/bcA [166]) : en moyenne, on
retrouve approximativement 12.5% du génome donpaulignée, et une vingtaine de lignées
couvre plus de 90% du génome. En revanche, le egtICS montre des écarts tres
significatifs par rapport au modele théorique mlayenne du pourcentage de gén@peetus
introgressé dans le fonehusculusest de 1.37% (0 a 3.8%) par lignée, et le pouagent
cumulé sur les 55 lignées n'atteint que 39.7%. RPewet d’'IRCS, le pourcentage théorique
attendu était de 8.3%, car des backcross suppléaresntont été nécessaires pour sauver
certaines lignées au bord de l'extinction. Ces légibpourcentages peuvent trouver leur
explication dans la forte perte de lignées lors gesmieres étapes de mise a I'état
consanguin. En effet, méme s’il est classiqueméctidune certaine extinction de lignées
pendant la mise a I'état consanguin, les pertesiesulpar le set des IRCS sont

guantitativement plus importantes, montrant untefoontre-sélection des allelgsretus
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Au final, la couverture du génome est inégale, adeax chromosomes couverts a 90%
(MMU18 et 19), une majorité des chromosomes coswarmtre 28 et 73 %, et enfin, quelques
chromosomes faiblement couverts (MMU5, MMU8 et MM9moins de 12%) ou non
couverts (X et Y) (Figure 23). Les lignées posséaatre 1 et 8 fragmentpretusdétectés,
avec une moyenne d’environ 3 fragments par ligh#et lignées ne posseédent qu’un seul
fragmentspretus elles sont équivalentes a des lignées congéniduzetaille moyenne des
fragments est de 11 Mb, similaire a ce qui pew éhservé dans les outils RCS classiques. Le
faible pourcentage de génorsgretuspar lignée IRCS, comparé a une lignée RCS, est don
lié & un nombre plus faible de fragments maintemess leur taille n’est pas inferieure en
moyenne (le nombre d’événements de recombinaigoa-firagment doit étre sensiblement le

méme).

15 16 17 18 19 H

Estimated total proportion of spretus genone -

Figure 23 Carte composite de 'ensemble des génoggpdes IRCS

Les parties du génome sous formpretus dans au moins une lignée IRCS
représentées en jaune a I'état homozygote, enad'stat hétérozygotd.es parties ¢
génome qui sont musculus dans toutes les IRCSeprésentées en bleu.
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4. Application de la cartographie des QTL a la fertili ~ té, un caractere

complexe

a) Complexité phénotypique et aspect quantitatif

Comme nous avons pu le voir en premiére partidinkeoduction, le potentiel de
fertilité d’'un individu male se construit au coudtsin grand nombre d’étapes, intégrant des
processus complexes et multiples. Ces processutisntenvenir un grand nombre de génes,
interagissant entre eux, et de nombreuses régugatie différents types (endocrine, paracrine
ou juxtacrine). De plus, la notion de populatiofiudaire prend une grande importance quand
on parle de fertilité male. En effet, le nombrespermatozoides produits, et éjaculés est un
premier facteur de fertilité. D’aprés I'organisaticmondiale de la santé, pour gu’'un homme
soit fertile, on estime que le nombre de spermatiegodans éjaculat doit étre supérieur a 20
millions par mL, que la population des spermatogsichorphologiquement normaux dans le
sperme doit étre d’au moins 30% et le pourcentagegametes mobiles une heure aprés
€jaculation d’au moins 50%. En dessous de cesssélnldividu est hypofertile. Parmi la
population fertile, on retrouve des hommes avecpdgameétres de qualité et de quantité de
spermatozoides trés variables. Cette variabiliténptypique, ainsi que le polygénisme
intervenant dans la régulation des sous-phénotgmesphologie, production, capacitation,
mobilité...) de la fertilité, justifie le fait que deétudes de génétique quantitative soient

conduites sur des parametres de la fertilité male.
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b) Etudes de génétique quantitative de la fertilité mig, état du sujet

| Apport des souris

Environ 3800 QTL sont cartographiés chez la spudient 57 concernent des
phénotypes de la sphere reproductrice male. Ces, @fiLdehors de ceux détectés dans
I'étude présentée dans l'article 1 dans ce mémsieat resumeés dans le tableau 1.

Concernant le phénotype de stérilité male, onimdjse deux types d'étude: la
premiere s’intéresse a une stérilité male assaciébésité dans un modele déficient pour la
leptin [167] ; le second type d'étude s’intéressda astérilité hybride male. En effet, le
croisement interspécifique ou inter-sub-spécifigeelon la regle d’Haldane, produit des
individus males stériles ou fortement hypofertilekisieurs locus de stérilité hybride ont été
positionnés sur le chromosome X a partir de diffeyetypes de croisements inter-sub-
spécifiques [168-171]. Par exemple, Oka et collateurs en 2004 ont introgressé le
chromosome X issu d®lus musculus molossinyMSM/Ms) dans un fond génétique B6
(création d’'une lignée congéniqué’X™S). Cette introgression a conduit & une hypofegtilit
male que les auteurs ont disséquée en un QTL detréd de poids testiculaire, et trois QTL
d’anomalie de la morphologie du noyau. Ces mémedsues ont découvert des locus
autosomiques interagissant avec les QTL d’anomatiesiéaires en réintroduisant des
fragments de chromosomes autosomiques de MSM/MS ldalignée congénique®MMS,
ces nouveaux QTL restaurent en partie la fertiliéde [171]. Cette étude constitue un trés bel
exemple de dissection d’une relation d’épistagjeilant la fertilité male.

L’équipe de Good en 2008 s’est penchée sur lelgmob de la stérilité hybride, en
introgressant réciproquement des fragments du asome XM. m. musculuset M. m.

domesticusd’individus issus de lignées établies a partir steiris sauvages (les études
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précédentes avaient utilisé des lignées de labmrat@ette étude a montré I'existence de
nombreux locus de stérilité sur le chromosomenisculus impliquant des réductions de
poids testiculaire, des diminutions de la productide gameétes, et des anomalies
spermatiques. Si I'on considére I'ensemble desestayant cartographié des QTL de stérilité
male sur le chromosome X, certains QTL se chevauchediquant I'existence dans ces
régions de genes importants contrélant la fonctesticulaire, et qui sont probablement
impliqués dans I'isolement reproductif.

Les autres études de génétique quantitative dertiiité male ont utilisé différents
outils de cartographie de QTL :
- Aniela Golas [172] a utilisé un set de 12 lignéd$ issues du croisement des lignées
consanguines KE et CBA. La lignée KE a été déa@iiel972 comme présentant un fort
pourcentage d’anomalies de la morphologie des sjemuides [173]. Des QTL de
morphologie de la téte des spermatozoides ainsilgsi®TL impliqués dans la résistance des
spermatozoides au choc osmotique ont été posionné
- L’équipe d’lsabelle Le Roy [174] a utilisé unepgubation F2 obtenue a partir du croisement
de deux lignées classiques de laboratoire C57BLABYZB/BINJ présentant des différences
importantes du poids des testicules et des vésiceéninales. Des QTL de ces deux
parametres ont été cartographiés.
- L’équipe de Hasbaira Bolor [175] a recherchéldess impliqués dans un phénotype d’arrét
méiotique retrouvé dans le mutant stésitat(small testis [176]). Pour ce faire, un intercrass
été établi a partir de femell&mtet de males de la lignée MON( m. molossinys Des
QTL de poids testiculaire et de défauts de spemesiese (arréts méiotiques a différents
stades, dégénérescence de I'épithélium séminiéértedté positionnés.
- Jun-ichi Suto en 2008 [177] a étudié l'influerche chromosome Y sur le poids testiculaire

et a recherché de nouveaux QTL autosomiques cantroé parameétre. Pour le chromosome
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Y, Suto a établi un set de lignées consomiqueshdanmosome Y issues de 15 lignées de
laboratoire, en introgressant ce chromosome darienig génétique de la lignée DH/sgn.
L’auteur conclut que le chromosome Y a une impilicaimodeste dans le déterminisme du
poids testiculaire. Afin de positionner des QTLamatmiques, Suto a réalisé une population
F2 entre les lignées DDD/sgn (a fort poids teséita) et la lignée DH/sgn (dont le poids
testiculaire est moyen). Trois QTL influencant Eds testiculaire absolu ou relatif au poids
du corps ont été cartographiés. Suto conclut ques don modéle, l'effet des QTL

autosomiques sur le poids testiculaire est plu®napt que I'effet du chromosome Y.

De cet ensemble de QTL de fertilité male, de newbrgenes candidats ont été

proposés, cependant, le clonage positionnel nongantu gene responsable n'a été conduit

jusqu'a son terme, pour aucun d’entre eux.
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Tableau 1 Résumé des QTL de fertilité male, décousts dans des modéeles souris
Modifié a partir deLaissue et al. 20085]

Name Phenotype

QTL mapping

Population design

Bibliography

TNCTeased circulaing esosterone 1eve
decreased seminal gland weight

Ivanyi P et al. Nat New Biol 1972

Homl increased testis weight MMU17 (~19 cM) A/Ph x B10.A-H2<a>F2
ors decreased sterility in obese male animals -
Morsl iyl . MMUL (101.5 cM - 106.3 cM) (C57BL/6J-Lep<ob>/Lep<ob> x BALB/cJ)F2 Ewart-Toland A et al. Endocrinology 1999
Mors2 decreased sterility in obese male animals MMU3 (52.5 cM - 71.8 cM)
Teswl increase in testis weight MMUX (~37.8 cM)
Tesw2 increase in testis weight MMU10 (~57 cM) (C57BL/6By x NZB/BINJ)F2 Le Roy | et al. Genetics 2001

Tsvwl increased testis; seminal vesicles weight

MMU4 (~47.5 cM)

abnormal testes Nisto ogy, Teduced tests

Inferspem Ic consomic C5/BL/6J- Chr X<

Histx1 weight; abnormal sperm head morphology MMUX (~29.5 cM) PWD/Ph> Storchova R et al. Mamm Genome 2004
(C57BL/6J x M. macedonius)F1 x
reduced testes weight; abnormal sperm heads, C57BL/10J backcross =>MMU17 congenic
Mhstql no sperm tails MMU17: (~16 cM strain .
! redu'():ed testes weight; most males do not ¢ ) (C57BL/6J x M. macedonius)F1 x Elliott RW et al Mamm Genome 2004
produce sperm heads, in rare cases abnormal C57BL/10J backcross =>MMUX congenic
sperm heads are present MMUX (~17 cM) strain

Mhstq2

ql deceased testis weight

MMU13 (~10 cM)

Tesql deceased testis weight MMUG (~44,9 cM) (M16i x L6)F2 Rocha JL et al. Mamm Genome 2004
Tesql increased testis weight MMU10 (~69 cM)
Sphal abnormal sperm head morphology MMUX (8.8 cM)
Spha2 abnormal sperm head morphology MMUX (14.1 cM - 33.5 cM) consomic (C57BLI6IX<MSM>) Oka A et al, Genetics 2004
Spha3 abnormal sperm head morphology MMUX (43 cM - 70.5 cM)
Tswtl deceased testis weight MMUX (58 cM - 63 cM)
Smtwl deceased testis weight MMU4 (~ 61.6 cM)
Smtw2 deceased testis weight MMUX (~ 59 cM)
Spmd1 increased meiotic defect;multinuclear giant cells MMU4 (~ 39.5 cM) . .
increased meiotic defectjincreased germ cell (Smt x Mus musculus molossinus)F2 Bolor H et al. Exp Anim 2006
Spmd2 degeneration MMU4 (~ 25.8 cM)
Spmd3 increased germ cell degeneration MMU7 (~22 cM)
Spmd4 increased germ cell degeneration MMU13 (epistatic with spmd2)
Ilx1 partially restore fertility induce by Spha QTLs ~ MMU1 (D1MIT49 - D1MIT288)
11x2 partially restore fertility induce by Spha QTLs ~ MMU11 (D11MIT52 - D11MIT69) consomic (C57BL/6J-MSM) Oka A et al.Genetics 2007
1Ix3 partially restore fertility induce by Spha QTLs ~ MMU11 (D11MIT71 - D11MIT236)
abnormal sperm head morphology MMU11~(D11MIT242)
abnormal sperm head morphology MMU13~(D13MIT3)
abnormal sperm head morphology MMU6~(D6MIT268)
abnormal sperm head morphology MMU8~(D8MIT289)
abnormal sperm head morphology MMU1~(D1MIT452)
sperms without cytoplasmic droplet MMU1~(D1MIT215)
sperms without cytoplasmic droplet MMU11~(D11MIT130)
sperms without cytoplasmic droplet MMU15~(D15MIT252) Recombinant inbred KE x CBA Golas et al. Int. J. Dev. Biol. 2008
sperms with broken tails MMU11~(D11MIT48)
sperms with broken tails MMU7~(D7MIT37)
sperms with straight tails MMU13~(D13MIT147)
sperms with straight tails MMU1~(D1MIT296)
sperms with straight tails MMU6~(D6MIT102)
sperms with straight tails MMU11~(D11MIT79)
sperms with straight tails MMU11~(D11MIT151)
Abshq1 abnormal sperm head morphology MMUX (~2,5 cM)
Abshq2 abnormal sperm head morphology MMUX (~10,3 cM)
Abshq3 abnormal sperm head morphology MMUX (~19 cM)
Abshq4 abnormal sperm head morphology MMUX (~25,5 cM)
Abshq) abnormal sperm head morphology MMUX (~42,7 cM)
Abshq6 abnormal sperm head morphology MMUX (~49 cM) . )
Abs’h(:7 abnormal sperm head morphology MMUX (~73,3 cM) congenics (M. m. domesticus-X<musculus>)
Lspeql low sperm count MMUX (~15,1 cM) Good et al. Genetics 2008
Lspcq2 low sperm count MMUX (~67cM)
Riwql reduced testis weight MMUX (~13,3 cM)
Rowq2 reduced testis weight MMUX (~24 cM)
Riwq3 reduced testis weight MMUX (~59,5 cM)
testis weight MMUX (~37 cM) . .
congenics (M. m. musculus-X<domesticus>)
testis weight MMUX (~61 cM)
Twdql Increased testis weight MMU9 (~24 cM)
Rewdql Increased testis weight MMU14 (~52 cM) (DDD/Sgn x DH/Sgn)F2 Suto Proc. Jpn. Acad. 2008
Rowdq2 Increased testis weight MMU17 (=7 cM)
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il Modeles mammiféres non murins

Des modeles de mammiferes non murins ont permisad®graphier des QTL de
fertilité male. Un seul exemple de QTL d’inferélimale existe chez le rat [178], alors que de
tres nombreux outils génétiques existent et qugimme du Rat est relativement bien connu.
Les espéces domestiques de production animalaéatsési utilisées, la fertilité apparaissant
comme un paramétre clef en matiére de productionae, et une péjoration des parametres
de la fertilité a été observée dans les especesates d'élevage (par exemple pour les vaches
laitieres [179, 180]). Des QTL de fertilité maleta#té recherchés et cartographiés chez le
porc, le mouton, et le taureau. Les populationBséés peuvent étre des populations F2,
comme pour la souris, ou des populations plus cexasl chez les bovins notamment. La
filiere de I'élevage bovin en France est tres oiga en particulier dans le contexte de
I'élevage laitier, pour lequel Ipedigree des animaux, ainsi que leur génotype et leur
phénotype sont connus et centralisés. Des étu@dssatiation tenant compte de la structure
familiale peuvent étre conduites pour cartograptiess QTL.

Chez le porc, plusieurs études de génétique ractitifielle sur la fertilité ont été
menées (voir la base de donnP&s-QTL databas®. Les phénotypes étudiés sont :

- la qualité du sperme sur une population F2 DuEshwalian [181],

- le poids testiculaire sur une population F2 DuiMeishan [182],

- le niveau sanguin de FSH dans une populations&i3ei d’'un croisement original Meishan
(ME)xWhite Composite (WC) (individus issus du ce@ment de trois races différentes)

[183].

® http://www.animalgenome.org/QTLdb/pig.html
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Pour I'un des QTL positionné sur le chromosomeoxcm (SSC X), un gene candidat
a été étudié : le gene deTayroxine-Binding Globulinequi présente un polymorphisme de
séquence (SNP non synonyme) entre Meishan et \Witeposite : le variant de I'enzyme
WC a une meilleure affinité pour son substrat T4 gelui de ME. L'implication de ce
polymorphisme dans le phénotype n’est pas proudaésgrtographie fine du QTL sur SSC X
n'étant pas possible car la carte génétique na&sspffisamment dense.

Peu d’études de QTL de fertilité chez les rumiagBbvin et ovin) ont été conduites.
Une étude a recherché des QTL régulant le tauxSie €irculant, le poids et le volume
testiculaire, ainsi que I'age de la puberté, dames population BC établie par le croissement
inter-sub-spécifique Bos indicugBos taurus Une étude non publiée, conduite en
collaboration entre 'INRA et 'UNCEIA (Union Natimale des Coopératives d’Elevage et
d’'Insémination Animale), faisant partie du projeGENAE (Analyse du GENome des
Animaux d'Elevage), a positionné des QTL impliqudss la production et la qualité du
sperme ainsi que dans le taux de réussite a I'imsdion artificielle, en utilisant les données
de 10 familles de 515 taureaux en race Holsteipp@e d’activité 2005 sur le site de
I'UNCEIA).

Pour les ovins, la base de donn&bkeep QTL databadae référence qu’une étude
recherchant des QTL influencant le poids testicaelan utilisant un croisement en BC (ITT x
Mérinos F1) x Mérinos [184] (non référencée parmead). Huit QTL autosomiques ont été
positionnés.

La recherche de QTL dans les modéles non murinscesent rendue difficile par
plusieurs facteurs :

- les outils génétiques disponibles chez la sameide sont pas toujours aisément pour les

especes d’élevage,

® http://sphinx.vet.unimelb.edu.au/QTLdb/
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- le temps de génération est plus long (il appalifficile d’établir un ensemble de lignées
RCS ou RIS chez le porc ou le bovin).

- les génomes de ces especes ne sont pas encopieteonent séquencés, le nombre de
marqueurs peut étre parfois insuffisant pour effecune cartographie fine. La séquence de

ces génomes devrait toutefois étre rapidement dibfzo

Des ressources pour la cartographie de QTL samtrerlargement sous-exploitées : le
chien et le chat par exemple, pour lesquels il texign réservoir de polymorphismes
exceptionnel en raison de I'existence de trés neodas races (Pour I'espéCanis canisle
classement F.C.l. (Fédération Cynologique Inteomatalé) reconnait 330 races par
exemple). Le génome de ces especes est séquere,taantefois une profondeur bien
moindre que celle des génomes de I'homme ou deodaiss Ces sources de variations
phénotypiques et génotypiques sont de véritablesrvéirs de QTL en ségrégation, et

notamment de QTL de fertilité.

" http://www.fci.be
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C. Présentation du travail de thése

L’objectif de ma these était de trouver de nouxdaaus impliqués dans la régulation
des parameétres de la fertilité méale en utilisamtitil IRCS. Lors de mes travaux de Master,
j'ai défini 'ensemble des parameétres que nous aiioms étudier et j'ai commencé le travail
de phénotypage de 53 lignées IRCS et des deuxekgparentales. Au début de ma thése (la
premiére année), j'ai terminé le phénotypage deanpetres de fertilité méale sur I'ensemble
du set des IRCS. Ce travail de primo-localisatiait fobjet de la premiére publication
présentée.

Article 1 :

Centimorgan-range one-step mapping of fertility ittausing interspecific recombinant
congenic mice

L'Hote D, Serres C, Laissue P, Oulmouden A, Rogel-GailiariMontagutelli X, Vaiman D.

Genetics. 2007 Jul;176(3):1907-21.

Parmi les lignées présentant un phénotype int@mésgai choisi deux lignées
présentant des phénotypes extrémes, respectivamefaible poids testiculaire et une forte
frequence d’anomalie de la morphologie de la t&® shermatozoides. Sur ces lignées, un
travail de cartographie fine a été entrepris : ganstruit des lignées congéniques portant
chacune un seul des différents fragmespi®tus puis dans un cas, j'ai construit un ensemble
de lignées sous-congéniques afin de réduire |k tdil fragment causal. En parallele, jai
essayé de caractériser les phénotypes des ligdaes, point de vue physiologique et
moléculaire. Dans un cas, jai pu proposer uneorégiontenant dix genes potentiellement
impliqués dans une réduction du poids testiculairaine tératozoospermie (travaux non

publiés).

75



Afin de mieux comprendre les phénotypes des éignéhoisies et de proposer des
génes candidats, nous avons effectué une analydeanscriptome testiculaire. De cette
analyse, nous avons deéduit des informations irgérdes sur le comportement
transcriptionnel des génes dans un contexte denggnmosaique interspécifique. Ces
conclusions font I'objet de la seconde publicatioésentée dans ce mémoire.

Article 2:
Gene expression regulation in the context of matsespecific mosaic genomes.
L'Hé6te D, Serres C, P, Oulmouden A, Montagutelli X,Veitia\Riman D.

Genome Biol. 2008;9(8):R133. Epub 2008 Aug 27

Enfin, pendant ma these, j'ai pu, d’'une part pgyér a des travaux de réflexion dans
des articles de revue, et d'autre part, j'ai publ@tades collaborations fructueuses avec
d’autres équipes de recherche travaillant sur delslématiques de fertilité. Ces travaux sont

présentés tres brievement en annexe en fin de m&mo
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II. Résultats
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A. Recherche de QTL de fertilité male

1. Primo-localisation de QTL impliqués dans la modulat ion de

parametres de la fertilité male dans le modele muri n IRCS

a) Introduction et principaux résultats de l'article 1

I Phénotypes mesurés

Comme nous avons pu le voir dans lintroductioa, fértilité est un caractere
phénotypique dont la génétique est complexe. Lactare de fertilité doit étre considéré
comme un ensemble de sous-phénotypes mesurabidmitamt trouver de nouveaux QTL de
fertilité male en utilisant le set de lignées IR@B8ys avons défini un ensemble de paramétres
a étudier caractérisant la fertilité méle de chaades lignées IRCS. Nous avons fait le choix
de parameétres dont la mesure est simple et rapides avons étudié des males de 8 a 9
semaines, pour lesquels la sphére reproductriaaasire.

Sur chaque male, nous avons mesuré :

- Le poids des organes reproducteurs (testicéjgislidymes, vésicules séminales et
prostate), reflétant I'imprégnation hormonale. Pquelgues méles de chaque lignée, une
analyse histologique du testicule et des glandesxas a été conduite.

- La production des gameétes par la mesure deskrvé spermatique épididymaire

totale.
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- Nous avons aussi mesuré des parametres liégualité des spermatozoides :
- La morphologie des spermatozoides épididymaires.
- Le mouvement des spermatozoides épididymairesitigsant un systeme d’analyse semi
automatique (CASA).
- Leur aptitude a effectuer la réaction acrosomigagrés induction avec un ionophore
calcique. Le statut de l'acrosome a été analysaitdisant la cytométrie de flux apres
coloration de I'acrosome par la PNA-FITC.

- Leur vitalité, précoce (aprés 15 minutes de difin dans un milieu non capacitant) et

tardive (apres 2 heures dans un milieu capacitant).

ii Résultats sur les lignées

Pour chaque lignée IRCS, la moyenne de chaquenptiea été comparée a celle de
la lignée contrdle B6. Comme la lignée B6 a seevlignée de référence pour I'ensemble des
53 lignées IRCS, une correction statistique positdsts multiples avec groupe témoin unique
a été appliguée (correction de Dunnett). L'ensendde lignées présentant une déviation
phénotypique significative pour chague parametraagaport a B6 est donné dans l'article 1.

Nous avons pu observer que la distribution desqilypes des lignées IRCS n’était
pas toujours comprise entre les valeurs pareniBfieset SEG. Par exemple, pour le poids
testiculaire, compris entre environ 170 mg (poids deux testicules d’'un male B6) et 260 mg
(SEG), quatre lignées IRCS présentent des poidisuksres significativement inférieurs a
celui de B6 (jusqu'a -30 % pour la lignée 97C).I®enéme facgon, alors qu’environ 6% des
spermatozoides de B6 et 1% de ceux de SEG, préselge anomalies de forme du noyau,
plus de 20 lignées IRCS ont un pourcentage d’aniemapermatiques supérieur a B6 (allant

jusqu'a 50% pour la lignée 44H) (figure 24).
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Ces deux observations suggerent que les phénotypssrvables dans les IRCS
pourraient étre dus a des incompatibilités molémgeentre les fragmengpretuset le fond

génétique B6, autrement dit, des ruptures d’épesas

Nous avons pu trouver des lignées présentant degatibns phénotypiques
significatives par rapport a la lignée B6 pour laasj-totalité des phénotypes mesurés.
Cependant, il ne s’est pas toujours avéré possiblpositionner des QTL directement. En
effet, le génome des lignées présentant des dévsatphénotypiques significatives porte

souvent plusieurs fragmergpretus

50

= %

40 4

—= X

30 +-

% of abnormal head

20 1

Figure 24 Fréquence des anomalies affectant teyau des spermatozoides dans les lign
IRCS et parentales en valeurs moyennes (+SEM).

La lignée SEG présente 1% d'anomalies, la lignéeeB@iron 6%, 24 lignées IRCS
significativement plus d’anomalies spermatiques e

Extrait deL’hote et al. 2007
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b) Discussion et Conclusion de l'article 1

Comme nous l'avons vu en introduction, la cartpgra de QTL en utilisant un outil
RCS classique fait appel a I'analyse $train Distribution Pattern la comparaison des
données phénotypiques ne se fait plus entre unédiiRCS et la lignée contrble, mais, pour
chaque locus, entre les individus (toutes lignéesfondues) qui présentent le variant
alléligue issu du génome donneur et les individus mpsséedent le variant allélique du
génome receveur au méme locus. Cette analyse @@satipe que si deux lignées portent,
entre autres, une partie du méme fragment génomiguenontrent la méme déviation
phénotypique, alors la présence de la partie corengdunfragment peut étre statistiquement
liée a la déviation phénotypique. Ainsi, cette gsal permet de passer de données
phénotypiques recueillies sur des lignées, a deséls concernant des locus (QTL), et méme

de réduire la taille du QTL.

Cependant, pour que cette analyse soit conduite bais, il faut pouvoir faire
I'hypothése que la majeure partie des QTL a un aotement purement additif. Si la valeur
phénotypique de la lignée résulte d’une relatiodpibtasie entre les fragments qu’elle porte,
alors l'analyse parStrain Distribution Patternn’est possible que si le plan statistique
représenté par I'ensemble des fragments génomigtregressés est parfaitement équilibré.
En effet, pour détecter les effets d'épistasidaiit que les fragments en interaction soient
aussi portés séparément par d’autres lignées afjagir de leur effet propre. Par exemple, si
une lignée possede les fragments (a), (b) et (@lete fragment (a) n’est porté que par cette
lignée, et que le QTL n'est détectable que quasdfiggments (b) et (c) sont réunis, une

analyse par SDP imputera I'effet au fragment (afegen erronée (Figure 25).
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Figure 25 Exemple d'une analyse par SDP, erronéaglans le cas d'un QTIL

épistatiqgue dans un plan statistique déseéquilibré.

Dans le cas des IRCS, il est vraisemblable qu&lEls sous-tendant les déviations

phénotypiques soient probablement de nature épiséatdans la mesure ou les effets

phénotypiques sont le reflet d’'interactions inaddgs entre fractions du génome (protéines-
protéines ou protéines-ADN). D’autre part, le pemtage de génonspretuspar lignée étant
de moins de 4%, la redondance de couverture dunggrst faible. Les fragmendpretusne

sont souvent portés que par une seule ligpéas I'outil IRCS dont nous disposons, les

effets fragments sont confondus avec les effetsriges, I'analyse par SDP n’est donc pas

possible
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Afin de positionner des QTL dés la primo-localisaf nous nous sommes servis des 8
lignées IRCS qui ne présentent qu’un seul fragmpnttusdétecté. Ces lignées ont permis
d'ancrer des QTL de fertilité male (avec la couwatdu génome de 600 marqueurs, la
probabilité de I'existence d'un fragment caché $&imentaire pour l'une des lignées est
relativement faible). Lorsque d’autres lignées aierit une partie du fragment et montraient
une déviation phénotypique identique, nous les swudilisées pour affiner la position des

QTL. Nous avons pu proposer 8 QTL, résumés datableau 2.

Tableau 2 QTL de fertilité male cartographiés dand’outil IRCS L’'Hbéte et al. 2007

Name Phenotype QTL mapping Candidate Gene
Dss1 decreased sperm survival MMUG6 (137.4 Mb - 149.5 Mb)
Hpwl high prostate weight MMU19 (43 Mb and the telomere) Mxil
Shi QTLs affecting sperm head shape MMUG6 (137 Mb - 146 Mb). Capza3 Tuba3b
Sh2 QTLs affecting sperm head shape MMUS3 (144.17 Mb - 146.94 Mb) Spatal
Sh3 QTLs affecting sperm head shape MMU12 (106.3 Mb - 120.5 Mb)
Sh4 QTLs affecting sperm head shape MMU11(3.5 Mb - 26.5 Mb)
Ltwl deceased testis weight MMU11 (3.5 Mb - 26.5 Mb)
Ltw2 deceased testis weight MMUG6 (133.3 Mb - 149.5 Mb)

L’utilisation du modele IRCS nous a permis d’efter une primo-localisation rapide
de 8 nouveaux QTL de fertilité male. Les déviatigignotypiques que nous avons pu
observer sont quantitativement importantes : egt,efies lignées présentent des réductions de
poids testiculaire allant jusqu'a 30% ou des augatiems de la fréquence des anomalies
morphologiques spermatiques de plus de 5 foisgggrart a la lignée B6. Or d’aprés J. Flint,
la valeur de la déviation phénotypique est I'un gasametres principaux pour réussir le
clonage positionnel du géne responsable du QTLefiat, les rares clonages positionnels
actuellement publiés n'ont été possibles que dessds ou les QTL expliquaient une part

substantielle de la variation phénotypique [185].
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c) Article 1

Centimorgan-range one-step mapping of fertilityitga

using interspecific recombinant congenic mice
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2. Cartographie fine des QTL de poids testiculaire et de morphologie

des spermatozoides

a) Introduction

Dans le but didentifier de nouveaux genes immgudans la régulation des
parameétres de la fertilité male, nous avons chideffectuer I'étude en cartographie fine de
QTL sur deux lignées IRCS qui présentaient des qilypes extrémes et a pénétrance
compléte. Nous avons choisi d’étudier la lignée Agiésentant le plus fort pourcentage de
tératozoospermie (=50 % d’anomalies) a I'exclusilentout autre phénotype. Cette lignée
porte 8 fragmentspretusdétectés. L’autre lignée que nous avons choisudiér est la lignée
97C, présentant le plus faible poids testiculamerp les lignées IRCS (-30% par rapport a
B6), une fréquence relativement élevée de tératparmie (environ 20%) et un phénotype
d’aspect atypique des vésicules séminales. Ceftédi ne porte qu’'un seul fragmepiretus

détecté lors du génotypage sur le chromosome 11.

Je détaillerai dans le chapitre qui suit les téssiaccumulés sur ces deux lignées. Ces

résultats ne font pas encore I'objet de publication
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b) Etude de la lignée 44H, QTL de tératozoospermie

i Phénotype de teratozoospermie de la lignée 44H

ler  Tératozoospermie dans la lignée 44H

Nous avons conduit des études physiologiques, ddircomprendre plus finement

I'étiologie du phénotype et de faciliter I'identfition d’'un géne candidat. Le phénotype de

tératozoospermie de la lignée 44H touche la majoléts spermatozoides produits (~50%). Ce

chiffre ne considére que les anomalies importatitesoyau, alors que les spermatozoides de

44H montrent une gamme continue d’anomalies nuelgdFigure 26) allant de la présence

d’'une légére protubérance sur la partie convexeayau proximale au flagelle (b), jusqu'a

une forme complétement symétrisée de la téte qesepalors d’'une forme normale

caractéristique en crochet (a) a une forme triaaigg(f).

Quand on cumule toutes les anomalies présentesati@mnt environ 80% de

spermatozoides anomaux.
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Figure 26 Spermatozoides
épididymaires de la lignée 44H (X100)
a) af) : colorés a I'éosine

a) spermatozoide normal

b) a d) apparition d’une protubérance
nucléaire au pole opposé au crochet
(fleches)

e) et f) symétrisation de la téte

g) coloration PNA-FITC de
'acrosome d’un spermatozoide
anormal de 44H



Dans les lignées tératozoospermash(par exemple), les anomalies nucléaires sont
souvent associées a des anomalies de I'acrosorsen@bdou mauvais positionnement), nous
avons donc étudié la morphologie de I'acrosomespesmatozoides épididymaires de 44H.
L’'observation des spermatozoides de 44H au micpese@pres coloration du noyau et de
'acrosome, montre un acrosome morphologiqguememnmhab(figure 26 g). De plus, comme
indiqué dans larticle 1, les spermatozoides de 4ddsentent un taux de réaction
acrosomique spontanée (sans induction) identiceeug de B6, montrant que I'acrosome est

normalement présent.

Afin de déterminer si 'anomalie morphologique dgsermatozoides est acquise
pendant la spermiogeneése ou provient d’'une déaditor secondaire pendant la maturation
épididymaire, nous avons analysé des coupes hgifoies du testicule de 44H. Nous avons
pu observer un épithélium séminifere sans défapam@mt et un bon déroulement de la
spermatogenése. Cependant, en observant a fodiggement les spermatides allongées (a
partir du stade 10), nous avons pu noter qu’ellEsgntaient des anomalies de forme
préfigurant 'anomalie des spermatozoides matuiigaré 27). L'anomalie est donc issue

d’'un défaut affectant un processus de la spermisggen

Figure 27 Histologie de I'épithélium séminifere d'm tube séminifére de 44H au stade XII,
coloration HES (X100).

Les spermatides allongées d’étape 12 présentennorphologie nucléaire similaire a celle des
spermatozoides épididymaires anormaux.
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2elmpact de la tératozoospermie sur la fertilité delignée

Afin de juger des répercussions éventuelles derta tératozoospermie sur la fertilité
des males de la lignée 44H, nous avons testé lesnafozoides de la lignée 44H en
fécondationin vitro et in vivo. Dans un premier temps, nous avons effectué das tke
fécondité en accouplant 5 méles 44H de 8 semawes des femelles B6xCBA F1. Cinq
males B6 du méme age ont été utilisés comme cestrile nombre de petits par portée
n'était pas significativement différent entre B&4dH (5.6 + 1.8/s6.6 + 0.8), de méme que la
durée moyenne entre la date d’accouplement etrtarfieon. Un suivi de la gestation apres
accouplement naturel par ultra-sonographie a aoéfigue la tératozoospermie des males
44H n’a pas d’'incidence sur la fécondation et Istat#on.

Cependant, on ne peut exclure que la populatiensgermatozoides fécondants soit
représentée uniquement par les 20% de spermatszajg@remment normaux. Aussi, nous
avons souhaité vérifier que les spermatozoides nanor arrivaient effectivement en
périphérie de I'ovocyte en accouplement natureligNavons sacrifié deux femelles B6xCBA
F1 le lendemain de l'accouplement avec des malds. 44€s cornes utérines ont été
disséquées, les cumulus et les spermatozoidesiliscidous avons effectué I'évaluation de
la morphologie des spermatozoides présents damapdale utérine et celle des
spermatozoides épididymaires des males utilisésr deu test. La population des
spermatozoides péri-ovocytaires présentait le n@onecentage de gametes anomaux que la
population de spermatozoides épididymaires, montaiil n’y a pas de contre-sélection des
gameétes anormaux lors de la remontée des voiedlésmE observation microscopique des
cumulus montrait la présence de spermatozoidesmaoren fixation a la zone pellucide.

Le fait que les spermatozoides anormaux soidasapremonter les voies femelles, et

a rencontrer I'ovocyte, ainsi que la présence @dlarosome normal et une bonne aptitude a
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effectuer la réaction acrosomique (article 1) sogigeque ces spermatozoides anormaux sont

normalement fécondants.

i Fragmentsspretus et recherche de genes candidats

La lignée 44H portent 8 fragmentspretus détectés au génotypage, sur les
chromosomes 3, 4, 12, 13 (2 fragments), 15, 1®elelfragmenspretussur MMU16 étant
encore en ségrégation dans la lignée, a I'étard@tgote. Il s’agit de la lignée qui porte le
plus de fragments introgressés, elle totalise env&.8% de génomgpretus Comme nous le
verrons dans le chapitre 11.B.1 iii, 'analyse darnscriptome testiculaire permet d’affiner le
génotypage des IRCS, et de réduire le nombre dgnfrats effectivement présents dans le
génome de la lignée 44H aux fragments sur les absomes 3, 4, 12, 13 (2 fragments), et 19,
le fragment sur MMU16 n’a probablement pas étéldéiment fixé dans la lignée, et le
fragment sur MMU15 était probablement un artefacgdnotypage (il n'a été détecté que par
un seul SNP).

Ces 6 fragments totalisent environ 901 génes, 800tsont des séquences seulement
annotées (LOC ou AK) et 124 sont des séquencesnedgs (le cDNA en a été cloné)
nommeées génériqguement RIKen DNA. Il n'est pas fdssile proposer directement des
géned candidats pouvant conduire & une tératozoospepaimi ces 901 entités. Trois
démarches complémentaires d’analyse ont donc étiepeises: bioinformatique,

cartographique et transcriptionnelle.

8 Le mot géne est a prendre dans une définitioreJaromprenant les séquences annotées, les gémesscon
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L’analyse bioinformatiquea consisté a rechercher dans la liste des génss de

fragmentsspretusde 44H, les genes d’expression testiculaire. Lsebde données GNF
SymAtlas met & disposition les résultats de I'hybridatices ARNm de 61 tissus sur des
puces d’expression contenant environ 40 000 tréesé&m croisant la liste des 901 genes de
la lignée 44H avec la matrice de données de SymAtllast possible de trouver le profil
d’expression tissulaire pour 739 génes.

Si I'on choisit de ne conserver que les génes dmnmiiveau d’expression dans le
testicule est 2.5 fois supérieur a la médiane de=anx d’expression dans les 61 tissus testés,
on conserve une liste d’environ 80 génes dont Ges@ps annotées et 24 Riken. En utilisant
linterface de MGI’, il est possible d'interroger les bases afin denedtre Iidentité
fonctionnelle des génes (selon Gene Ontdifgyinsi que leurs implications connues dans
des phénotypes. Ces 80 génes d’expression tescudgpartiennent a des catégories
fonctionnelles variées, et aucun d'entre eux n'a @hpligué dans un phénotype de
tératozoospermie jusqu'a présent. Il est donccddfpar cette seule démarche de proposer un

géene candidat parmi eux (si on admet la pertinenditre).

Nous avons conduit une analyse sur le transcriptoesticulaire de 44H, afin de

déterminer des genes candidats potentiels, quperbape cartographique pourrait valider.

® http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/
10 http://www.informatics.jax.org/
M http://www.geneontology.org/
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iii Analyse du transcriptome testiculaire de 44H

ler Comparaison du transcriptome testiculaire de 44H@ui de B6

Nous avons comparé les transcriptomes testicalaies lignées 44H et B6, afin de
trouver des génes candidats pertinents pour exgligs anomalies de morphologie du noyau
des spermatozoides. L'obtention du transcriptorstictdaire de la lignée 44H et de la lignée

B6 est décrite en matériel et méthode de 'aricle

Tableau 3 Genes d’expression testiculaire présentlans les fragmentsspretusde la lignée
44H et présentant une modification de leur niveau’dxpression par rapport aB6 au seuil di
X 2.

Rapport d'expression

Symbole Nom ENTREZ ID 44H/B6
3110070M22Rik RIKEN cDNA 3110070M22 gene 67304 0,014
transient receptor potential cation channel, subfamily M,
Trpm6 member 6 225997 0,019
Espn espin 56226 0,049
Taslrl taste receptor, type 1, member 1 110326 0,09
LOC434609 0,12
LOC633640 0,14
BC022687 cDNA sequence BC022687 217887 0,19
4930427A07Rik RIKEN cDNA 4930427A07 gene 104732 0,29
Spatal6 spermatogenesis associated 16 70862 0,29
1700028P14Rik RIKEN cDNA 1700028P14 gene 67483 0,4
Chd) chromodomain helicase DNA binding protein 5 269610 0,43
Fam108b family with sequence similarity 108, member B 226016 0,44
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex,
Ndufaf2 assembly factor 2 75597 0,44
BC046331 cDNA sequence BC046331 230967 0,48
Phf13 PHD finger protein 13 230936 0,49
Acot7 acyl-CoA thioesterase 7 70025 2,88
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Si on considere comme transcriptionnellement niéglifes genes dont le niveau
d’expression dans le testicule de 44H est modiiglds de 2 fois par rapport a B6 (en sur-
expression ou en sous-expression), on trouve 7#@sgénodifiés, dont 631 sont sous-
exprimés (de X 2 a X 70) et 133 surexprimés (d2XX 24). 173 de ces genes sont dans les
fragmentsspretusde la lignée 44H. En croisant cette liste avdista des génes d’expression
testiculaire dans les fragments, on peut isolergkfies d'expression testiculaire forte,

potentiellement en cause dans le phénotype (résdamésle tableau 3 ci-dessus).

Aucunes données bioinformatiques ou bibliograpsqune sont disponibles
concernant les gené©C434609L0C633640et3110070M22Rik

Pour les géne8C022687 BC046331 4930427A07Riket 1700028P14Rikpeu de
données existe. En cherchant dans la base de do@&mOnlin&, on peut trouver leurs
profils d’expression dans les populations cellgair du testicule. Par exemple,
4930427A07Rila une expression méiotique 18100028P14Rila une expression meéiotique et
fortement post-méiotique. Cependant, ces donnépsmeettent pas de faire émerger un géne
candidat en particulier. En effet, méme si I'on tpatiendre qu’un gene post-méiotique ait
plus de chance d'étre impliqué dans la morphogedaseoyau de la spermatide, un géne
exprimé dans la spermatogonie ou dans la celluleetdi®li peut étre aussi impliqué.

Concernant les genes dont la fonction est enepemtinue :
-Trmp6 est un canal a magnésium et calcium, qui a étdigoé dans des maladies
d’hypomagnésie et d’hypocalcémie [186]. Ce canst ®rtement exprimé dans les
spermatides (d’apres GermOnline). Le réleTdmp6 seul dans la tératozoospermie de 44H
est cependant improbable, car la lignée 137F gisgmte un fragmemspretuscontenant ce
géene, avec la méme sous-expressioirdgp6dans le testicule, est beaucoup plus faiblement

teratozoosperme (environ 20% d’anomalies compatésade 50% pour 44H).

12 http://www.germonline.org/
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- Taslrlest un récepteur gustatif, impligué dans la pdi@epmu gout Umami [187]. Son
expression est plus importante dans la populatmst-méiotique. Son rdle a ce niveau est
inconnu.

- Spatal6(spermatogenesis-specific gene 16) est un géna §té récemment associé a des
globozoospermies (tétes rondes sans acrosome)l'tioezme [188]. Sa localisation dans
'acrosome a été démontrée chez la souris [18%bdénce d’anomalies de I'acrosome des
spermatozoides épididymaires de 44H n’en fait paban gene candidat pour le phénotype
gue nous observons.

- Aucune donnée bibliographique n’est en faveut'idglication des géne€hd5 Ndufaf2
Phf13 Acot7etFam108b

- Le gene dd’Espin est exprimé dans la cellule de Sertoli. La pra&éispin est impliqguée
dans la formation des faisceaux d’actine formarggdécialisation ectoplasmique (figure 12
pour rappel) [117, 190]. Il existe un mutant natute ce géne : le mutant Jerker ; celui-ci
présente une surdité et des problemes d’équildarelEspinest aussi exprimée dans l'oreille
interne, au niveau des canaux semi-circulaireseefaigane de Corti [191, 192]. Comme
nous lavons vu en introduction, linvalidation d'uautre gene de la spécialisation
ectoplasmique, I&lectin2induit une tératozoospermie [114] E§pinnous a donc semblé étre
un candidat intéressant a étudier, avant méme ul'akgo preuve cartographique de

'implication dans le phénotype du fragment sur M#gui contient ce gene.

2el’ Espin, gene candidat malheureux

- Analyse expressionnelle
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Le gene de Espinexiste sous 4 isoformes ayant chacune un prom¢kégure 28).
Certaines de ses isoformes présentent, en plugpiesages alternatifs (la base de données

Ensemb!® répertorie 13 transcrits différents).

. Anlayrine  ——@8)—@ID—CABMD

Figure 28 Modele simplifié du gene de I'Espin de souris d’ags la base de données Ensen
et domaines protéiques :

Ankyrine,

ABS : Actin binding sequence,

WH?2 : Wiskott-Aldrich homology 2,

ABM : Actin-bundling module.

L’ensemble des isoformes dé=$pin se termine par les mémes exons C-terminaux,
codant le domaine ABMagtin-bundling module Ce domaine interagit avec I'actine, il est
nécessaire et suffisant pour induire la formatienfaisceaux d’actine. D’autres domaines
d’interaction avec l'actine sont décrits : WH2 (\Wo#t-Aldrich homology 2), possédé par
toutes les isoformes et AB&dtin binding sequengedomaine porté par les isoformes 1 et 2
[193]. L'isoforme 1 posséde en plus un domaine Aimeyde 8 répétitions, il s'agit d’'un
domaine d’interaction protéine-protéine dont leerékact est inconnu. La cellule de Sertoli
n'exprimerait que le variant 1 [117], alors querditie interne par exemple, exprimerait les

variants 1 a 4 et la rétine, les variants 1, 3[@94].

13 http://www.ensembl.org/
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Les puces d’expression Nimblegen interrogent @esmpar transcrit, pourdspin les
transcrits 1, 2 et 4 sont interrogés spécifiquemeazg sondes sont placées soit dans les exons
communs du gene soit dans les régions 5 UTR dpées des différents transcrits. En
observant les résultats d’hybridation des ARN testires de B6, on peut conclure que le
testicule de B6 exprime la totalité des transdetstés, puisque la fluorescence des sondes
correspondantes est supérieure a 500 (les sondesogaspondent au variant 1 ont une
fluorescence moyenne de 2000, le bruit de fond déshviron 100). Si on compare
'expression de Espinsonde par sonde entre B6 et 44H, on observe guesskes sondes
correspondant au variant 1 sont éteintes. 44H nex donc pas le variant 1 de fagon

spécifique (Figure 29).

Figure 29 Histogramme des rapports de
niveau d’expression des variants

- testiculaires de I'Espin interrogés par la
puce d’expression entre 44H et B6

La valeur donnée en ordonnée est la
moyenne des rapports (44H/B6) des
fluorescences des 9 sondes interrogées.
Les barres d’erreur représentent I'écart
type de cette moyenne.

Seul le variant 1 est significativement
sous-exprimé (40 fois). La fluorescence
pour les sondes correspondantes est au
niveau du bruit de fond.
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0 ===
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- Recherche de la protéine dans des extraits téssties

Afin de vérifier I'absence de la protéine corresgant au variant 1 dans le protéome
de 44H, nous avons réalisé un western blot ersaititi deux anticorps : le premier est un
anticorps commercial spécifigue du variant 1 (Mousdi-Espin Monoclonal Antibody,
Clone 31, BD Biosciences) dirigé contre un peptidel’exon 8, le second anticorps est un
anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la lisdade la proté€ine (anti pan-espin), qui nous a

été généreusement donné par J.R. Bartles.
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Le western blot a confirmé I'absence de variadafs le testicule de 44H en utilisant
les deux anticorps. La révélation avec I'anticgoply/clonal anti pan-Espin fait apparaitre une
bande faible a 110 KDa pour 44H, qui représenténtansité moins de 1% de la bande

obtenue avec I'extrait protéique de B6 (Figure 30).

B6 44H B6 44H
- -
Anti-variant 1 Anti-pan espin

Figure 30 Western blot d'extrait testiculaire de souris B6 & 44H, révélé avec so
I'anticorps anti variant 1, monoclonal, soit I'anti pan-Espin polyclonal
Le variant 1 de I'Espin a un poids moléculaireradiea 110 Kda.
Les deux westerns blots démontrent la forte sopeession du variant 1 chez 44H.
- Recherche d’anomalies de la spécialisation ¢asogique chez 44H
Afin de juger des répercussions éventuelles sspdgialisation ectoplasmique (SE) de
'absence du variant 1 deBSpin nous avons analysé la SE en microscopie optique e

électronique. Dans un premier temps, nous avorstet un marquage de la SE en utilisant

I'anticorps anti pan-Espin sur coupe paraffinéseesticule (Figure 31).

Lumiere du tube

Noyau de spermatide Spermatogonie
allongée

Figure 31 Immunomarquage de I'Espin par I'anticorpsanti pan-Espin sur coupetesticulaire
de 44H (contre-coloration des noyaux au dapi) (X100

A) Espin de la spécialisation ectoplasmique api¢idehes blanches) associée a des sperm
allongées.

B) Espin de la spécialisation ectoplasmique basal@jveau de la barriere hémato-testiculaire
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Nous avons pu montrer que le testicule de 44Heptéi un marquage normal des
spécialisations basales et apicales. Ce résuttabkérent avec I'hypothése de I'expression de
plusieurs isoformes deHspin dans le testicule (nous avons effectué des westelots
bidimensionnels d’extraits testiculaires de B6 dH4révélés par I'anti pan-Espin, qui
montrent la présence de spots aux tailles attenghoes les variants 2, 3 et 4). Les

spécialisations ectoplasmiques semblent étre dememt mises en place chez 44H.

Afin de voir si les tétes les plus anormales smsbciées a des anomalies particulieres
de la spécialisation ectoplasmique, nous avonsctefie un marquage de l'actine des
spécialisations ectoplasmiques par la phalloidif€Fsur des dilacéras testiculaires (Figure
32). Les spécialisations ectoplasmiques associégs tétes des spermatides de forme

anormale possédent un réseau d’actine apparemareatiement formé et bien positionné.

A

Figure 32 Marquage de l'actine des spécialisationsctoplasmiques apicalegntourant les
tétes des spermatides anormales de 44H

A) Noyau des spermatides marquées au Dapi

B) Actine marquée a la phalloidifdTC de la SE apicale. Les faisceaux d’actine et
correctement la téte des spermatides anormales.

N’ayant pas trouvé d’anomalies grossieres de lafEale, nous avons conduit une
analyse du tissu testiculaire sur deux males 44irhienoscopie électronique a transmission.
Nous avons étudié la structure de la SE apicalieates trois compartiments (membranes,

faisceau d’actine et réticulum endoplasmique) dtférénts stades de la spermiogenése.
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Nous avons pu observer que la SE apicale de 44Hrésentait pas de différence
comparée a la SE apical du témoin B6. Comme onlpeudir sur la figure 33, les différents
compartiments de la SE sont normalement présenigéruatement placés, les faisceaux
d’actine sont de forme et d’espacement normal. &e est représentatif des nombreuses
spermatides que nous avons analysees. Nous n’aasnsbservé de défauts spatio-temporels
de la mise en place de spécialisation ectoplasni@guearition normale au stade 8, et pas de

désengagement précoce de la SE).

Sertoli
Acrosome

Faisceau d’actine

Réticulum
ectoplasmique

Plaque
acroplaxomique

Anneau marginal
de 'acroplaxome

Manchette

Noyau

— _

Spermatide Stade 10

Figure 33 Photographie en microscopie électronique de la s@élisation ectoplasmiqut
apicale d’une spermatide allongée de 44H (X 40 000)

On note la présence des trois compartiments depdaiaisation ectoplasmiqt
normalement disposeés.

La chromatine est en début de condensation.

L’anneau marginal de I'acroplaxome ainsi que I'aangérinucléaire de lmanchett
sont visibles.

L’absence d’anomalies structurales de la SE, memislle ne préjuge pas du bon
fonctionnement de la SE, tend a remettre en calisplitation de IEspin dans la

pathogénése de la tératozoospermie de la lignée 44H
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iv Vers la cartographie fine du QTL de tératozoospeemi

Paralléelement a ce travail diEspin et la SE, une analyse cartographiglassique a

été menée. Elle a consisté en la dissection dess lmasléculaires de la tératozoospermie de
44H en créant les lignées congéniques portant deacu I'état homozygote, un seul des
fragmentsspretusde la lignée 44H. Cette analyse, que nous avanspeise depuis deux ans,
n'a pas encore completement abouti, certains fratgn&ant encore en cours de séparation.
Toutefois, nous avons pu obtenir les lignées portas fragmentsspretus sur MMU3

(44Hrc3), MMU4 (44Hrc4) et MMU19 (44Hrc19).

- Etude de la lignée recombinante 44Hrc4 et du niukterker

En parallele de ces études physiologiques de AdhHs avons établi une lignée sous-
congénique ne portant que le fragmsptetusdu chromosome 4, comprenariEdpin Pour
ce faire, nous avons rétro-croisé sur deux gémésties individus 44H avec des individus
B6 afin d’'obtenir des individus hétérozygotes ptairfragmentspretusporté sur MMUA4.
Nous avons sélectionné ces individus en génotypast marqueurs microsatellites aux
extrémités du fragment. Du fait de la faible frégeee des individus ne portant que le
fragment sur MMU4 dans la population en ségrégafidé4), nous avons croisé le premier
individu ad hocavec un individu B6, afin d’obtenir des couplebétérozygotes en F1. Ces
couples nous ont permis d’obtenir le fragment ist@idés un fond B6 a I'état homozygote (soit
4 générations, avec un délai de 3 mois par géonéjati

L’analyse morphologique des spermatozoides dessnifd la lignée 44Hrc4 a révélé
gu’ils ne présentaient pas le phénotype extrémdadiégnée 44H : leur taux moyen de
spermatozoides anormaux est de 10% environ. Ce#enation n'est pas en faveur d’'une

implication de |Espinseule dans la tératozoospermie de la lignée 44H.
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Nous avons par ailleurs obtenu des épididymessdeds mutants Jerker et de souris
sauvages du méme fond génétique (dons généreurotksseur Karen Steel et d’Agnieszka
Rzadzinska, Sanger Institute). Nous n'avons pasv&ale différence significative entre le
taux de tératozoospermie des males Jerker et dekiiméles sauvages. Comme le mutant
Jerker n'exprime aucune des isoformes despin cette observation exclut définitivement

'implication de 'Espindans la morphogenése de la téte de spermatozdideda souris.

On peut voir dans cet exemple une limite de I'appe géne candidat : le géne de
I'Espin était un candidat théoriguement bon, un faisc€awgdments bibliographiques et
expressionnels semblait indiquer que ce génelétgigne responsable de la tératozoospermie
des males 44H. L'approche cartographigue, seuleoapp non ambigué, a montré que

I'Espinne pouvait pas étre impliquée de facon majeurs tatératozoospermie de 44H.

- Etude des lignées recombinantes pour les auagmentspretusde 44H

Les lignées 44Hrc3 et 44Hrc19 ont pu étre obtemigela méme facon que la lignée
rc4 (en 4 générations). Les spermatozoides degresek ne présentent pas le phénotype de
tératozoospermie, excluant I'implication des fragise3 et 19 seuls dans le phénotype (et
donc probablement I'implication des génes qu'ilst@nnent, comm&rmp6 ou Spatal®.

L'établissement des lignées 44Hrcl12,44H rcl3a 4Hrdl3b a posé plus de
problémes, du fait d’'une mortalité importante, et abmportements de cannibalisme des
premiers individus hétérozygotes. Des résultatbmpiréaires du phénotypage de deux males,
issus de la méme portée, homozygotes pour les flagments sur MMU13, montrent une
tératozoospermie a hauteur de 60% environ. D’aunidigidus doivent étre phénotypés avant

de pouvoir conclure sur I'implication des fragmesiis MMU13.
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Afin de comprendre la mise en place de I'anontaleephologique des spermatozoides
de 44H, nous avons analysé les différentes stegtmmpliquées dans la morphogenese de la
téte des spermatozoides (la manchette, la condmmsaticléaire et I'acroplaxome) en
microscopie électronique. Comme on peut le voir laufigure 33, I'anneau marginal de
l'acroplaxome est normalement présent. Nous avoesherché des anomalies de
positionnement de la manchette, comme pour le rhaizm mais aucun défaut n'a pu étre
observé. Le processus de condensation de la chirenmat semble pas étre défectueux, ce qui

est cohérent avec la fécondité normale des mal&sldmée 44H.

L’'unique anomalie que nous avons pu détecter danwsticule de 44H est une
irrégularité de la forme des noyaux des spermatidesrtir du stade 8, au niveau du péle
acrosomique, associée a une épaisseur et une gsa@wdnormale de I'acrosome (figure 34).
Nous avons pu observer la persistance du granubs@uique dans les spermatides de stade
10, alors que cette structure est normalementleislans les spermatides de stade 5, mais
complétement étalée au stade 8. Ce phénotype, @€ anoté sur un grand nombre de
spermatides chez 44H, n'a pas été observé chémlgint B6. Lors des stades ultérieurs, alors
gue la chromatine de la spermatide se condensep$@ame a un aspect normal identique au
témoin, expliguant pourquoi aucune anomalie derdseame n’est notable pour les
spermatozoides épididymaires. Ainsi, le défautiseau acrosomique semble étre transitoire,

seul persiste 'anomalie de morphologie du noyau.
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Spermatides au stade granule
Stade 5

Spermatides rondes
Stade 8

Spermatides allongées
Stade 104 12

Spermatides allongées
détail de 'acrosome

Spermatides allongées
Proches de la spermiation

Figure 34 Photographies en microscopie électronique de speatides de testicules de B6 et
44H (x10 000)

Au niveau des spermatides rondes précoces (statmulgr fleche noire), aucune différe
n'apparait entre B6 et 44H.

A partir du stade 8, certaines spermatides de 4€Beptent des encoches dans le noyau qu
retrouve dans les stades suivants (flechege). Ces encoches sont associées a des arsial
I'acrosome : comme on peut le voir sardétail de la spermatide allongée, la matricesaeniale
au niveau de I'encoche présente un aspect anorreatectair (fleche bleue), et le granule
anormalement présent (fleche verte).

Lorsque la chromatine se condense, I'aspect deobame de 44H devient comparable a B6.

Ce phénotype, associant un défaut d'étalement @unuge acrosomique a une
malformation apicale du noyau des spermatides rabumpliquer :
- un défaut au niveau de la plaque acroplaxomiquesque celle-ci intervient dans les
processus d’étalement de I'acrosome [79].
- un défaut de biogénese de I'acrosome. En effietalidation du gén&pbplchez la souris,
codant une protéine localisée dans I'acrosome,qo@® un phénotype qui présente certaines
similarités avec le phénotype que nous avons oBsetest a dire : la persistance du granule

acrosomique et des malformations apicales du ndgatspermatides entres autres [195].
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A ce stade de I'étude, il n'est pas possible d@p@ser un géne candidat parmi les 449
génes des fragments présents sur les chromosomeis1® aucun d’entre eux n'ayant été
impliqué dans la biogénése de I'acrosome ou dedfdaxome. Cependant ces fragments
contiennent de nombreux genes non caractérisésmegspéecifiquement dans le testicule, et
présentant pour certains des profils d’expressast-méiotique spécifique. Seule I'analyse en

cartographie fine permettra de conclure sans arnibigi
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c) Etude de la lignée 97C, QTL de faible poids testitaire et de

tératozoospermie

I Analyses phénotypiques de la lignée 97C

ler Phénotype testiculaire

Suite a la primo-localisation de QTL de fertilitdle dans le modéle IRCS, nous
avons choisi d’étudier la lignée 97C. Lors du ggpage, cette lignée ne portait qu’un seul
fragmentspretussur le chromosome 11, ce qui représente un cas jdér la cartographie
fine de QTL. Cette lignée présente la plus fortduofion du poids testiculaire observée dans
les IRCS (-30% par rapport a B6) associée a uaot@ospermie modérée, touchant environ
20 % des gameétes épididymaires ('anomalie morgiglee est semblable a celle observée
dans 44H). Cette lignée présente en outre un pyy@aatu niveau des vésicules séminales
(voir chapitre ci-dessous). La réserve spermatigpieidymaire totale a 8 semainpest-
partumne semble pas étre altérée, malgré la réductiopodts testiculaire. Cependant, la
réserve épididymaire étant une mesure peu serggbla production de spermatozoides, une
diminution modérée peut passer inapergue.

L’histologie testiculaire ne fait pas apparaitre défaut majeur: I'épithélium
séminifére est normalement structuré, et les pdpakde cellules somatiques et germinales
normalement présentes. Le diamétre des tubes déramiapparait toutefois plus petit en
moyenne, puisqu’une diminution d’environ 25 % (p5*10'% par rapport & B6 est
observable. Afin de mieux caractériser ce phénotigmes la lignée 97C, nous avons suivi

I'évolution du poids testiculaire et de son hisgioen fonction de I'age (figure 35 A).
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La différence de poids testiculaire entre 97C @tdBvient significative a partir de 28
JPP. Cependant, dés 21 JPP, les tubes séminifere87@ présentent une réduction

significative de leur diametre par rapport au tém(er%, p= 0.009) (Figure 35 B).
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Figure 35 Analyse du développement testiculaire dara lignée 97C
A) Courbes du poids testiculaire en fonction dgé¢’den JPP) de la lignée B6 et d
lignée 97C (poids moyen en g sur 4 individus+ SEM).
B) Diamétre moyen des tubes séminiferes de la &idheC exprimés en % par rappo
B6, en fonction de I'age.

La différence de taille des tubes séminifereseeB6 et 97C apparait donc pendant la
mise en place de la spermiogenése, lors de I'dppardes premieres spermatides rondes
(Figure 7). Comme le poids testiculaire augmentéefoent pendant la premiére vague de
spermiogenese, il est néanmoins possible que @atesticule de 97C cette étape se déroule

normalement, mais qu’elle fasse apparaitre degrdiites entre B6 et 97C, dont I'origine

moléculaire ou cellulaire est plus précoce.
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2ePhénotype des vésicules séminales

Les vésicules séminales de 97C présentent un phpénoaractérisé par une couleur
anormale des secrétions séminales : alors que dsgwes séminales des souris sont
normalement laiteuses, elles sont translucides &€z Les vésicules séminales de 97C
apparaissent toutefois correctement formées :fdeids n’est pas significativement différent
du témoin, et leur histologie montre un épithélisderétoire sans défaut apparent.

Nous avons étudié le profil global de migratios geotéines des sécrétions séminales
(selon le protocole de Lundwall [37]) de 97C condparcelui de B6 et de SEG (figure 36). Il
ne semble pas qu’une protéine majeure des ség&é@minale manque chez 97C, les profils

protéiques de B6 et de 97C étant comparables.

PM  B6 SEG  97C

Figure 36 Profils de migration électrophorétique des protéines de
sécrétions séminales de males des lignées B6, SE(®7C
Aucune différence majeure n’est visible entre lesfils de B6 et de 97¢
Réveélation au bleu de Coomassie (PM : poids modées)
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Afin de juger de la répercussion de ce phénotyjginal sur la fertilité male, nous
avons testé en accouplement des méales 97C avefemiedes B6*CBA F1. Nous avons
observé une formation normale du bouchon vaginénedemain de I'accouplement, et les
femelles ont donné naissance, aprés gestations patéées de tailles comparables a celles
obtenues avec des males témoins. Le phénotypeaoulds vésicules séminales nous a donc
semblé peu prometteur dans notre recherche de dénfestilité transposables a I’'homme ou

aux animaux d’élevage.

i Génotype de 97C et recherche de genes candidats

ler  Approche bioinformatique

La carte genétique de la lignée 97C établie larg&hotypage montre la présence d’un
seul fragmenspretussur MMU11, cependant I'analyse du transcriptonstidalaire de la
lignée 97C nous a permis de trouver un fragnspnétussupplémentaire sur le chromosome
6, positionné entre deux marqueurs (voir chapiti 1 iii). Les deux fragments contiennent
222 genes, dont 40 sont des séquences annotédsdes3séquences exprimées (de type
Riken). Parmi ces 222 geéenes, 18 génes sont d'esipretesticulaire (tableau 4 ci-dessou).

Un gene en particulier est connu pour influencar forme du noyau des
spermatozoides Zpbpl Zpbpl est une protéine intervenant dans la Imigola zone
pellucide, dont I'invalidation conduit a une tératospermie associée a des anomalies de
'acrosome et du flagelle conduisant a une stérifitdle [195]. Il existe des différences
importantes entre le phénotype de 97C et celui Qud€Zpbpl: les spermatozoides de 97C
ne présentent pas d’anomalies flagellaires ou aormgies, et la morphologie de leur téte est

différente de celle observée dans le KZgbpl
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Il semble peu probable qu#bpljoue un role dans la tératozoospermie modérée de
97C, méme si le KO peut avoir des effets plus dpastqu’une variation de séquence entre

musculusspretus

Tableau 4 Liste des géenes d’expression testiculaiprésents dans les fragmen
de 97C sur les chromosomes 6 et 11

Symbole Nom ID ENTREZ
4921507P07Rik RIKEN cDNA 4921507P07 gene 70821
4930415F15R1k RIKEN cDNA 4930415F15 gene 73862
4930562D19R1k RIKEN cDNA 4930562D19 gene 216516
AI894139 expressed sequence Al894139 101197
Ankrd36 ankyrin repeat domain 36 76389
Cedcl 17 coiled-coil domain containing 117 104479
Cntnap2 contactin associated protein-like 2 66797
D330028D13Rik RIKEN cDNA D330028D13 gene 231946
enhancer of zeste homolog 2
Ezh2 (Drosophila) 14056
Fignll fidgetin-like 1 60530
Gas2l1 growth arrest-specific 2 like 1 78926
Osbp2 oxysterol binding protein 2 74309
Pgam?2 phosphoglycerate mutase 2 56012
Stk31 serine threonine kinase 31 77485
Sadl and UNC84 domain
Suncl containing 1 194974
transformer 2 alpha homolog
Tra2a (Drosophila) 101214
Zpbp zona pellucida binding protein 53604

Aucun autre des genes de ces deux régions n'‘en@tigué jusqu'a présent dans un
phénotype de développement ou de fonctionnemetituksre. Afin d’'identifier des géenes
candidats, nous avons effectué une analyse comgar&anscriptome testiculaire de 97C, a

celui de B6.
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2eApproche transcriptomique

Nous avons recherché les genes dont I'expressiomedifiée plus de deux fois dans
le testicule de 97C par rapport a B6. Nous avamsvér 155 genes modifiés, répartis dans les
fragments (44 genes), et dans le fond génétiquk géhes). Parmi ceux-ci, 7 génes ont une

expression testiculaire significative (tableau 5).

Tableau 5 Liste des génes dont I'expression est modifiée dare testicule de 97
comparé a B6
En arisé. les aénes dans les fraamspretu:

Rapport d'expression

Symbole Nom Chromosome ID ENTREZ 97C/B6
Cedc60 coiled-coil domain containing 60 5 269693 2.4
Hoxa4 homeo box A4 6 15401 0,4
Cntnap2 contactin associated protein-like 2 6 66797 0,19
D330028D13Rik RIKEN cDNA D330028D13 gene 6 231946 0,17
Rnf121 ring finger protein 121 7 75212 2,31
Ankrd36 ankyrin repeat domain 36 11 76389 0,28
Chmp6 chromatin modifying protein 6 11 208092 0,45

Aucun de ces 7 génes n'a été directement impladarés un phénotype testiculaire

jusqu’a présent
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Par ailleurs, les données du transcriptome tdatieupeuvent étre étudiées pour mieux
caractériser le phénotype de réduction du poidsctésire de 97C. En effet, le niveau
d’expression de genes marqueurs particuliers piat gis comme un indicateur du bon
déroulement des différents processus testiculaiDeEsis un premier temps, nous avons
cherché a savoir si les genes dérégulés danskctijptome testiculaire de 97C appartenaient
a des familles fonctionnelles de génes. Pour cedas avons utilisé l'outil de clustering
fonctionnel de la base de données DAVID. Les géloed I'expression est modifiée dans le
testicule de 97C n’appartiennent pas a des fanfitlestionnelles particuliéres, il ne semble
donc pas qu'il y ait de perturbations des grandessvmétaboliques ou régulatrices dans le
testicule de 97C.

Nous avons aussi cherché a savoir si les genégulés étaient exprimés dans des
types cellulaires particuliers. Pour cela, nousnavétudié le niveau d’expression d’un
ensemble de genes connus pour étre impliqués darienttion testiculaire : 15 génes
impliqués dans les fonctions des cellules somasigietesticule, 14 dans la régulation des
spermatogonies, 59 dans les processus méiotighetar’ la différenciation des spermatides
et 125 dans les fonctions des spermatozoides (&xdtaite de la revue par M. Matzuk, 2008
[21]). Nous n’avons pas observé de perturbatiobea@ression de ces genes dans le testicule
de 97C, qui permettrait de faire I'hypothése d'uksé&huilibre dans la représentation des
populations de I'épithélium séminifére adulte, d'déficit d’imprégnation hormonale ou de

perturbations majeures dans la régulation de larspgenése.

Afin de positionner les QTL impliqgués dans les mphtgpes testiculaires et des
vésicules séminales portés par 97C, nous avons aeéélignées congéniques portant
séparément les fragmergpretussur le chromosome 6 (97Crc6) et sur le chromostine

(97Crc11).
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iii Approche cartographique

ler Création et analyse des lignées congeéniques

Nous avons créé et phénotypé les lignées conggmiguour les fragments du
chromosome 6 et du chromosome 11, respectiveméic@7et 97Crcll. Le phénotype des
vésicules séminales ségrége avec le fragment camcsome 6, alors que le faible poids

testiculaire et la tératozoospermie ségrégent evé@gment sur le chromosome 11 (Figure

37).
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Poids testiculaire (g)

Figure 37 Histogramme des poidsésticulaires des lignées B6, 97Cr¢

97Crcllet 97C (moyenne )

Le poids testiculaire de la lignée 97Crc6 (n=10viulis) ne présente pas de
différence significative comparé a B6 (p=0.20).ligaée 97Crcll (n=8)
présente un phénotype de réduction du poids téstieidentique a celui de
la lignée 97C (différence avec B6 : p<5*)0

Pour la suite de I'étude, nous nous sommes comestr les phénotypes testiculaires
de la lignée 97Crcll. Nous avons créé des lignéemm des sous-parties du fragment

spretusafin de disséquer les QTL (lignées sous-congésique
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2eEtude en lignées sous-congéniques de 97Crcl1l

Afin de créer des lignées ne portant que desgsadii fragmenspretusde 97Crcl1,
nous avons établi une population F2 a partir der€ZT Nous avons génotype environ 150
individus F2 sur un ensemble de 12 microsatelligggrtis le long du fragmespretusa la
recherche de recombinants. Le croisement en retiouB6 des individus recombinants a
permis d'obtenir les parties du fragment a ['étattéhozygote. Les individus F1
(hétérozygotes) servent a établir une population geR est génotypée a la recherche
d’homozygotes fondateurs de la lignée sous-congéniDe cette facon, nous avons établi 6
lignées (figure 38), dont 3 sont a I'état homozgget phénotypées sur le poids testiculaire et

les anomalies spermatiques (lignées 97Crcllach et

JER. = 2 JE 2 o a
MMU11 % % % % % % % %
Microsatellites 7 7 a o A A 7 7

= 97Crcl 1a
S S S —— v RS

PosiionsenMbp 41 4.5 5.3 9.6 125 147 17 183
Figure 38 Représentation des génotypes des lignéesis-congéniques de 97Crcll

En bleu, sont représentées les parties B6 du clsmm® 11. L’homozygotiespretus es
représentée en jaune, I'hétérozygotie en rose.
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La lignée 97Crcllc présente une réduction du peisticulaire significative de 25%
(n=6 ; p=9*10") associée & une tératozoospermie de 35% en mayeamdignées (a) et (b),
ainsi que les individus hétérozygotes des ligné@<se( (e), ne présentent pas de déviation
significative par rapport a B6 pour les deux phgpes. Ces premiers résultats demandent a
étre confirmés sur un nombre plus important d’ifdlig, et la dissection de la région ne sera
compléte qu’une fois les lignées (d), (e) et (f®ipbtypées a I'état homozygote.

Cependant, ces résultats permettent de proposerégion QTL candidate controlant
le poids testiculaire et la morphogenése de la déte spermatozoides, comprise entre les
microsatellites D11MIT259 (9.6 Mbp) et D11MIT1484(T Mbp). Des croisements visant a
créer une lignée congénique pour cette partie atprfent isolée sont en cours de réalisation.
Cette région contrdle les deux phénotypes testieslae tératozoospermie et de réduction du
poids de la gonade male. Il est donc possible gaaleux phénotypes soient liés.

La région candidate contient 10 génes (tableau 6).

Tableau 6 Genes de la région QTL candidatémpliquée dans le
phénotypes de faible poids testiculaire et de téraroospermiesur le
chromosome 1

Rapport Niveau
d'expression d'expression
Symbole 97C/B6 dans B6
LOC432534 0,49 60
Ddc 0,83 75
4930512M0O2R1k 0,36 94
A930041G11Rik 1,75 129
LOC634436 0,57 134
Zfpnlal 0,83 137
Cobl 1,61 192
Grb10 0,79 1407
Zpbp 0,77 7259
4930415F15Rik 0,87 10969
Fignll 0,99 16618
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Parmi ces 10 genes, 4 présentent une expresstoutaire significative :Grbl10,
Zpbp 4930415F15Rilket Fignll, les autres génes ont des niveaux d’expressiotaspuce
d’expression testiculaire de B6 proche du seuilddéection (environ 100 de niveau de
fluorescence). Les données de la base SymAtlasircamnit leur trés faible niveau
d’expression dans le testicule adulte.
-Grb10 (growth factor receptor-bound protgiest un gene impliqué dans la régulation de la
signalisation de I'insuline, en se liant notammaatrécepteur a l'insuline et a Igflr ([196]).
L’invalidation de ce géne chez la souris provocuerbissance exagérée de certains organes
(muscle, pancréas, poumon et placenta), ce quigtedimputer aGrb10 une fonction
d’inhibiteur de croissanc|97, 198] Le testicule n'a pas été étudié dans les deuxétasd
d’invalidation deGrb10 alors que ce géne est exprimé dans les cellideSettoli et les
spermatogonies. Ce géne pourrait intervenir dandéleloppement testiculaire, via son
implication dans la voie de I'insuline : le rélelgflr dans la détermination du testicule est
démontré [199], ainsi que son réle dans la sure® ckllules de Sertoli (tout au moins en
culture) [200].Grb10 pourrait donc étre impliqué dans le phénotype é@hiction du poids
testiculaire pendant la phase de développemenmtukste, et plusieurs hypothéses de travalil
sont possibles Grb10 peut étre anormalement surexprimé pendant le dgpement
testiculaire de 97C (a I'état adulte, il n'y a s différence de niveau d’expression) ; une
autre possibilité serait que l'allelpretussoit hypermorphe. Cette seconde hypothese est
moins probable, car le transcriptome du testiclde9@dC ne montre pas de perturbation
compatible avec une dérégulation de la voie dsuline a I'état adulte. De plus, 97Crcllc ne
présente pas de phénotype autre que celui affdetaesticule, alors quérb10 est un gene
exprimé dans de nombreux tissus (par exemple, itéspmrporel de 97C est comparable au
témoin). Il faudrait donc imaginer un effet resttequ testicule via un hypothétique transcrit

testiculaire, ou une régulation testiculaire pailiere deGrb10
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- Fignll (fidgetin like 1) est un gene de la famille destpmes AAA (ATPases Associated
with diverse cellular Activities), présentant desmmologies de ségquence avec le géne de la
Fidgetin Fignll est exprimé notamment dans le thymus, les ospfgom en développement,
I'ovocyte et le testicule (d’aprés SymaAtlas). Dadmsesticule, les cellules de Sertoli, ainsi que
les spermatocytes I'expriment. Les spermatocytes laosource principale de son expression
dans le tissu adulte, cependant, dans le testjmdpatal et pré-pubere, le géne est aussi
exprimeé (d’apres GermOnline). Il semblerait quegéae intervienne dans la régulation de la
prolifération cellulaire des cellules osseuses J200 est possible que ldidgetin-likel
intervienne aussi dans les processus de proliberatllulaire du testicule en développement.
Il pourrait donc intervenir dans le phénotype dducdion du poids testiculaire de 97C.

- Zpbpl est un géne impliqué dans la biogenése de l'agresainsi que dans la
morphogénese globale du spermatozoide. Comme rausn$ vu précédemment, son
invalidation conduit a des défauts majeurs dans skesctures du gamete male [195].
Cependant, le phénotype de tératozoospermie dessnthlC présente des différences
importantes comparé au phénotype des nighepl-/-.

- 4930415F15Rikest une séquence fortement exprimée dans le uiestiSon expression

apparait testiculaire spécifique et post-méioticiuez la souris (Figure 39).

4930415F15Rik gnfim14460_a_at
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Figure 39 Données bioinformatiques sur le géne 49806F15Rik.

La base de données SymAtlas montre que le géne exymession testiculaire spécifique ¢

la souris. La base de données GermOnline répederig études qui montrent une exprassio
post-méiotique de ce géne.
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Il y a une bonne conservation de la protéineeeffiomme et la souris puisque la
séquence présente environ 75% d’homologie. La BEasembl répertorie des orthologues
dans 25 espéces animales (24 mammiferes et umejepfinterrogation de I'ensemble des
bases de données des séquences protéiques pandinrddiproque permet de suggérer
I'existence d’orthologues chez la Cione (Ascidi¢) 'Admphioxus (Céphalocordés). Ces
arguments sont en faveur d’'un réle important dansekticule. Ce role reste toutefois a

déterminer.

Nous recherchons actuellement des polymorphisraes tbés séquences des alleles

spretusde ces quatre genes afin de juger de leur implicgiotentielle dans les phénotypes

testiculaires de 97C.
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A. Etude du transcriptome testiculaire dans le contex  te du

mosaicisme interspécifique

1. Introduction et résumé de I'article

I Mosaicisme génomique

Les lignées IRCS ont des génomes mosaiques iatgfigpes, puisque des fragments
d’'origine spretus ont été introgressés dans un fond génétiyues musculus, a I'état
homozygote. Le mosaicisme génomique n’est pas piefigité des lignées d’introgression
(RIS, RCS CSS) ; en effet, plusieurs études [208-2Mmontrent que le génome des lignées
classiques de souris de laboratoire, ainsi que delsi souris dérivées de souris sauvages,
présentent un mosaicisme génomique inter-sub-gipéeif le génome des lignées classiques
présente des régions génomiques d’origihes musculus domesticus en grande majorité
(~92%), mais aussi des régions d’origMes musculus musculus (~7%) etcastaneus (~1%)
[204]. Comme ces introgressions inter-sub-spédfiquconcernent aussi les lignées de
laboratoire dérivées récemment de souris sauvdgssnble que le mosaicisme génomique
chez la souris soit fréquent.

Des études ont montré que ce phénoméne n'étairgsuieint au genrdus, des
introgressions inter-sub-spécifiques ont été retes dans les genrBes [205, 206], etanis

[207, 208] par exemple.
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Les lignées IRCS constituent un modeéle intéresganir étudier les génomes
mosaiques interspécifiques, car, d’'une part, lindison de la provenance des alleles peut
étre faite sans ambiguité, et d’autre part, I'igtession des fragmenrgpretus s’est faite dans

des proportions similaires a ce qui peut étre ofgseaturellement.

i Régulation transcriptionnelle dans le contexte imgpécifique

La facon dont les genes sont régulés lorsqu’ilet satroduits dans un nouvel
environnement génomique est mal connue. Des étratescriptomiques ont été conduites sur
des ARN de tissus extraits de lignées appartenatifférentes espéces ou sous-especes de
souris [209] ainsi que sur des ARN de tissus dstrdihybrides (F1) inter-sub-spécifiques
[210]. L’équipe de R. Voolstra a étudié le niveaexgression des genes dans le testicule, le
cerveau, le foie et le rein, pour des individus aagmant aux especddus musculus
domesticus, M. m. musculus, M. m. castaneus et Mus spretus. Des comparaisons pour chaque
tissu ont été conduites au niveau intraspécifiopiatré les sous-especes du gehthes
musculus) et au niveau interspécifique (entfdus musculus et Mus spretus). Ces
comparaisons ont montré une plus grande divergente les niveaux d’expression en
interspécifique qu’en intraspécifique, et que Istiteile était le tissu présentant le plus de
géenes differemment exprimés. Une étude similairété conduite entre 'homme et le
chimpanzé, montrant que le testicule encore une fmmportait le plus de genes
differemment exprimés entre les deux espéces [Z1d3.deux études corroborent I'idée que
les génes testiculaires, en particulier, sont dieles privilégiées de I'évolution. Ces études
transcriptomiques suggérent que la régulation @éeegtesticulaires évolue plus rapidement

gue celle des genes « somatiques ».
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Ce phénomeéne d’évolution rapide a déja été daariiiveau de la séquence protéique
des génes d’expression spécifiquement testiculait@] et plus particulierement pour les
genes d’expression post-méiotique (dans la spede)d13].

Ces études, conduites sur les différentes espaeegonnent pas acces au niveau
d’'incompatibilité interspécifigue génomique que diérences d’expression produisent. R.
Rottscheidt et son équipe ont conduit une étudestrgtionnelle sur les mémes tissus que
dans l'étude de Voolstra, extraits d'individus ssde croisements inter-sub-spécifiques
impliquant Mus musculus domesticus, M. m. musculus et M. m. castaneus. Les auteurs ont
conclu dans cette étude que le niveau d’expregg@aique dans la F1 était égal a la moyenne
de celle des deux parents pour la plupart des gened’ensemble des tissus analysés
(comportement dit « additif »). Cependant pour feisementM. m. domesticus x M. m.
castaneus, les auteurs montrent que la proportion des gélm® I'expression a un
comportement non-additif, augmente fortement (@mvir50%), dans le testicule
spécifiguement. Ce croisement correspond a celur pequel divergence phylogénétique
entre les deux parents est la plus prononcée, rat, @t celui qui s’approche le plus d'un

croisement interspécifique.

iii But de notre étude : IRCS et régulation géniqueenspécifique

Afin de trouver des genes de fertilité méle, n@awens étudié le transcriptome
testiculaire de trois lignées IRCS et des ligném®mtales B6 et SEG. Trois lignées ont été
choisies car elles présentaient des phénotypesculestes originaux, montrant une
incompatibilité entre les fragments génomigspsetus et le fond génétiquenusculus. Ces
lignées sont : les deux lignées 97C et 44H préssngd [.A.2.a, auxquelles nous avons

ajouté la lignée 137F, présentant un phénotypeCie ertoli Cell Only) partiel.
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Cette derniere lignée porte trois fragmespretus, sur MMU1, MMU6 et MMU19 (en

partie partagé par 44H) (voir dans l'article 1). éaurs de I'étude du transcriptome de ces

trois lignées, il nous est apparu que nous dispasiun modele précieux pour étudier le

transcriptome dans un génome mosaique interspéeifig

ler Enrichissement des fragmentpretusen genes differemment exprimés

Dans un premier temps, nous avons étudié les @snmanscriptomiques lignée par

lignée, en comparant les IRCS testées et le p&E6t avec les données du transcriptome du

parent B6. Nous avons fixé le seuil de différentxpression a 4 fois. Les résultats sont

résumeés dans le tableau 7. Le pourcentage de gdéf@smment exprimés entre les lignées

IRCS et le parent B6 est approximativement proportél au pourcentage de génospestus

introgressé dans chaque lignée.

Tableau 7 Génes differemment exprimés dans le testile des lignéeSEG, 44H, 137F ¢

97C.
Lignée SEG 44H 137F 97C
Nombre de fragments spretus 7 3 1
% de genes différemment régulés
par rapport a B6 20,89 0,23 0,18 0,09
Proportion de genes sous-exprimés 48 75 25 93
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Nous avons souhaité étudier la répartition desegéanodifiés dans le génome des
lignées, pour détecter d’éventuels regroupementgdes modifiés. Pour ce faire, nous avons
mesuré le niveau de modification expressionneltelsa fenétres de 50 genes, glissant le long
des chromosomes. La formalisation mathématique dte cétude de « clustering »
cartographique est donnée dans l'article 2. Cetteleé nous a permis de détecter un
regroupement des genes présentant une modificaiqmessionnelle a lintérieur des

fragmentsspretus (Figure 40).
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Figure 40 Mesure du niveau de modification expressinelle sur des fenétres de 50 genes
fonction de la position le long de deux chromosomeMMUL et MMU2 pour les trois lignées
IRCS.

Pour chaque lignée, un seuil de significativité dlustering cartographique a été défiliur le
chromosome 1, on remarque que le niveau de matiificaxpressionnelldépasse le seuil poul
lignée 137F, a la position du fragmeptetus de la lignée. Pour le chromosome 2, sur lequ@&y
a pas de fragmemspretus pour les lignées étudiées, le niveau ne dépassiepaeuils.

Ainsi, les données expressionnelles permettent ref@rer I'emplacement des
fragmentsspretus. Cependant, nous avons observé deux écarts gaortapla carte génétique
des lignées : pour la lignée 44H, nous n'avons pasdétecter les fragments sur les
chromosomes 15 et 16, et pour la lignée 97C, neossadétecté un clustering cartographique

sur le chromosome 6, placé entre deux marqueultsld'&6.
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Nous avons typé un ensemble de microsatellites das régions, et nous avons
montré la présence d’'un fragmemretus jusqu’alors non détecté sur MMUG6 pour 97C et

I'absence effective de fragment sur MMU15 et MMUddaur 44H.

Nous n'avons donc pas trouvé de regroupement gragibique de genes
expressionnellement modifiés en dehors des fragspngtus. L'analyse transcriptionnelle

du testicule des lignées IRCS a permis d’affinerdennées cartographiques existantes.

2eEtude du comportement expressionnel des genes dsmfragmentspretus

Afin d'étudier le comportement expressionnel denes spretus dans le fond
musculus, nous avons considéré I'ensemble des fragmgmitus des trois lignées IRCS
comme un tout (n=2320). Les comparaisons ont ébéuites en calculant les corrélations
totales et partielles entre les niveaux d’exprespiour B6, SEG et les IRCS, au niveau de la
totalité des genes, puis au niveau des genes situésles fragments, et enfin au niveau seul
des génes dont I'expression est modifiée par ragpB6 dans les fragments.

Lorsque l'on compare les données transcriptomigaesniveau des genes des
fragmentsspretus différemment exprimés entre B6 et les IRCS, oreol®s une corrélation
spécifique significative entre les transcriptome G et des IRCS. Ceci montre que la
proportion des genes qui conservent un profil d’egpion de typepretus est importante
parmi les genes modifiés (~75%).

Considérant les genes des fragmeptstus, nous avons défini quatre classes de génes

en fonction de leur comportement expressionnelymésdans la figure 41 :
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Figure 41 Classification des génes des fragmentspretus en fonction de leu
comportement expressionnel :

Classe Q0 genes dont I'expression est identique dans dggéis B6, SEG et IRCS (75%
géenes)

Classe I génes dont I'expression est différente entre @86SEG et qumontrent un
expression de type B6 quand ils sont introgresaas k& fond B6 (21% des genes)
Classe 2 genes dont I'expression est identique entre B&GEG et qui montrent u
modification de leur expression par rapport & B&rglils sont introgressés dans le fonc
(19% des genes)

Classe 3 genes dont I'expression est différente entre B6SEG et gi montrent un
modification de leur expression par rapport & B&rglils sont introgressés dans le fonc
(3% des génes).

- Les génespretus de la classe 0 ont une expression non signifieatant différente dans les
deux especedlus musculus et spretus, et sont correctement régulés dans les IRCS, ils
représentent la majorité des genes.

- Les génespretus de la classe 1 se comportent comme leur homolB§ué y a dominance

du fond génétique B6 (au sens défini par Rottst¢heid

- Les genespretus de la classe 2 sont des génes régulés au ménmuriexpression dans

les deux especddus musculus et spretus, cependant, quand ils sont introgressés d’'un fond

spretus vers un fondnusculus, ces géenes ne se comportent ni comme leur hom®IBgu ni
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comme quand ils étaient dans leur fond génétgmetus d'origine. Ces génes sont en fait

majoritairement fortement sous-exprimes.

- Pour les génes de la classe 3, on note une atorélspécifique significative entre leurs

niveaux expressionnels dans la lignée SEG et @sniRICS, il y a donc dominance du parent

SEG pour la plus part des génes de cette catégorie.

3eAssociation des altérations des niveaux d’expressawec un polymorphisme

génétique élevé dans le promoteur des genes

Nous avons voulu déterminer si la modificatiorexgiression des genes des classes 2
et 3 était liée a des differences dans la séquedesegromoteurs de ces genes. Nous avons
séquence les promoteurs de 24 génes situés dafmagetentsspretus, se répartissant en 19
genes modifiés appartenant aux classes 2 et 3yatds non modifiés appartenant a la classe
0. Nous avons trouvé une frequence de polymorplaghes élevée dans les promoteurs des
genes des classes 2 et 3 que dans les promoteurgedes de la classe 0 (2.7% vs 1.1%,

p=0.008).

L'ensemble des résultats de cette étude est léédaihs I'article 2.
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2. Discussion et Conclusion de I'article 2

Les études des modulations du transcriptome darsas d’interaction entre deux
génomes d’origines différentes ont été conduitaserdgellement en exploitant des hybrides
inter-sub-spécifiques, dans les especes animaleségétales. Nous avons étudié le

transcriptome testiculaire de trois lignées auxogées mosaiques interspécifiques.

Alors que Rottscheidt dans son étude sur des dsiinter-sub-spécifiques a montré
gue l'additivité était le type de dérégulation texpression des genes le plus fréquent, nous
avons essentiellement détecté des comportememtsndimance ou de sur-dominance (classe
2 et 3). Cette différence peut étre expliquée de dacons.

(1) Dans nos travaux, la divergenspretus-musculus est beaucoup plus forte que la
divergence existant entre les sous-espéces usilisiéms I'étude de Rottscheidt. Il est
intéressant de noter que, dans cette méme étudegla de I'additivité ne s’applique plus
pour le croisement le plus divergent.

(2) Le modéle IRCS présente des fragments a l@babozygote alors que les hybrides
juxtaposent deux hémi-génomes : les variants @llés des facteurs de transcriptiomans)
ainsi que les variants alléliques des promotelng<i€is) sont tous présents. L’introgression
de fragment a I'état homozygote permet d’accentiesr effets, puisque les facteurs
transcriptionnels et les séquences promotricesesilint le plus souvent des origines

géneétiques différentes.
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Nous avons proposé différents mécanismes pourigergplle mode de régulation des
géenes des différentes classes (Figure 42) :
- Pour les génes de la classe 1, qui montrent ofil ptexpression de type B6, différent de
leur profil alléliquespretus, des facteursrans issus du fond génétique B6 jouent de facon
majoritaire sur leur expression (figure 42 d).
- Pour la majorité des genes de la classe 3, leerdedrégulation est introgressé en méme
temps que la séquence codante, puisque ces génegsemboun niveau d’expression
comparable a celui qu’ils ont dans le parent SE@nduls sont introgressés dans un fond B6.
Il est probable que les élémewts de leurs promoteurs jouent de fagon primordialeleur
régulation expressionnelle (figure 42 e).
- Concernant les genes de la classe 2, parmi lss§0&o sont transcriptionnellement éteints,
il existe une incompatibilité entre les élémemnéms B6 et les élémentss SEG (figure 42 f).
L’évolution a probablement maintenu le niveau egpi@nnel de ces génes constant entre B6
et SEG, par contre les mécanismes de leur régulatid divergé (par des processus de
compensatioris trans différents entre B6 et SEG). Les génes de cedigsel sont les moins
nombreux (~1%), leur présence est probablementtédéléour le bon fonctionnement
testiculaire et donc pour la survie des lignées.
- Dans le fond génétique B6 des lignées IRCS,idtexdes génes dont I'expression n’est pas
identigue a B6: il est probable qu'un (ou plus®ufacteur transcriptionnel issu d'un
fragmentspretus module leur expression (figure 43 c). Ces géned peu nhombreux, et
présentent des variations d’expression modestes,saxplique probablement par le faible
effet relatif des facteurs transcriptionnels isdes fragmentspretus (un géne étant régulé par

plusieurs facteurgans).

127



Be SEG = I S =
— .
&
= =
\ ; By,
<}/’j
) E;jf
| =
a
—
(@) (b) () (d) (e) (f
o Trans domination: Cis domination: Cis x Trans
Cis X Trans Trans B6 expression level SEG expression Deregulation: a
oco-gvolution in the sepamts (SEG == BE) level novel expression
spacies laval

Figure 42 Mécanismes possibles de régulation demnggspretusdans le fond génétique B6
a) et b) Régulation expressionnelle dans le fométgue d’origine.

c) la présence d'un élémetit spretus dans legénome IRCS peut moduler la transcriptiol
géne du fond B6

d) Pour une partie majoritaire des genes du fragnhes facteursis B6 régulent I'expressic
des génes de « fagcon B6 ».

e) Certains genes sont réegulés comme dans le Bt les facteursis spretus ont un effe
dominant sur leur régulation.

f) Lorsque les élémentds spretus et trans B6 sont incompatibles, la régulation du gene
défectueuse.

En conclusion, dans cette étude, nous avons ptrenajue le mode de régulation des
génes dans un génome mosaique était aisémentfima@atien utilisant I'outil IRCS. Nous
avons observé que la majeure partie des génegliesses était régulée normalement par le
fond génétique B6. Certains génes introgressésramdrbutefois une régulation identique a
celle retrouvée dans le génome donneur, probabledhen a des élémentss différents.
D’autres genes, en faible proportion, sont totalenaerégulés, du fait d'incompatibilités-
trans (c'est-a-dire, des incompatibilités entre les élitsele réponses des promoteurs et les

facteurs transcriptionnels qui se fixent normalensemn ces éléments).
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Pour ces deux catégories de genes, nous avonsétsigmificativement plus de
variations de séquence dans leur promoteur que ldgm®moteur des genes non dérégulés.
Ces deux catégories de genes, représentant erbfitoties génes des fragments, participent
probablement a I'étiologie des défauts de fertdiés lignées IRCS.

Dans ce travail, nous n’avons étudié que les ahesnd’expression des genes, mais
des variations de séquence entre B6 et SEG exetisst dans les parties codantes des génes.
Ces variations jouent probablement un réle impordams la dynamique de constitution d’'un
génome mosaique interspécifique, ainsi que dapsitttogenése des défauts de fertilité des
lignées. Les processus de rupture d’épistasie que ravons pu observer au niveau
expressionnel (notamment pour les génes de laeck)gmrennent probablement aussi place au
niveau de linteractome protéique, en introduisdes incompatibilités d’interaction entre

hétérodimeres par exemple.
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3. Article 2

Gene expression regulation in the context of mouse

Inter specific mosaic genomes.
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II1. Conclusion générale et perspectives
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Mon travail de these a été I'occasion de commedearovoun projet de cartographie
de QTL de fertilité male chez la souris. De nomRr&TL influencant des parametres de la
fertilité male avaient déja été positionnés le lahnggénome de la souris, cependant, aucun
n'avait été jusqu'a présent disséqué suffisammémmient pour dévoiler ses bases
moléculaires. J. Flint a montré dans un travailibgvaphique, que les QTL pour lesquels un
clonage positionnel avait été possible, étaient@€k expliquant une part importante de la
variance phénotypique [185]. Les parametres delit@rtsont connus pour avoir une
héritabilité faible [214-216], or la puissance daetttion d’'un QTL est liée, en partie, a son

héritabilité.

Nous avons mis a profit le set de lignées IRCSoutil original créé a I'Institut
Pasteur par X. Montagutelli et J.L. Guénet, afinpdsitionner de nouveaux QTL de fertilité
male, mais surtout de parvenir enfin & cloner deveaux génes intervenant de fagon
guantitative dans la fertilité. L'utilisation de®RCS pour la primo-localisation présente
plusieurs avantages : les génotypes étant établis forme de lignées, les phénotypes
peuvent étre étudiés avec répétition contrairengeria primo-localisation de QTL en
population F2 par exemple, ou chaque individu egjue. Cette caractéristique permet d’'une
part de réduire la variance phénotypique, maisi dsdiais environnementaux. D’autre part,
il est possible d’étudier finement un phénotyperéalisant un panel d’expériences sur des
animaux différents, mais de méme génotype. Un stawantage, plus spécifique des IRCS,
est le fort polymorphisme phénotypique des ligngesbablement lié a la fréquence des

variations de séquence élevée entre B6 et SEG).

Ainsi, la primo-localisation de QTL dans le mod#RCS nous a permis d’identifier
un ensemble de lignées présentant des déviaticgsoplpiques importantes par rapport a la

lignée B6 et de positionner 8 QTL influencant dasametres de la fertilité méale.
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Nous avons choisi d’étudier deux lignées IRCS gmtant les déviations les plus
fortes. Afin d’étudier les bases génétiques detteftératozoospermie de la lignée 44H, qui
porte 6 fragmentspretus nous avons employé plusieurs approches complamesnt Nous
avons analysé le transcriptome testiculaire de digthée afin de trouver des génes candidats.
De nombreux genes ont montré une perturbation ulepefil d’expression. Une premiere
analyse bibliographique des génes dérégulés nqesmais de proposer le gene dEdpin
comme géne candidat. Malgré la pertinence du rasment, nous avons démontré, par une
approche cartographique et par I'étude d’'un mutdntce géne, queHSpin n’était pas
impliqué dans le phénotype. Cet exemple montre Bagproche cartographique est
indispensable pour valider ou infirmer un géne @atddans le modeéle IRCS. A ce jour,
'analyse cartographique se poursuit sur troisfoegments de 44H. L'analyse phénotypique
fine en microscopie électronique de 44H a permisndatrer une anomalie de I'étalement de
la matrice de I'acrosome dans la spermatide roas&gciée a des irrégularités du noyau au
pble apical qui pourraient étre a l'origine de ématozoospermie. Le défaut de I'acrosome
disparait pendant la maturation de la spermatidepliceant pourquoi Il'analyse
morphologique et fonctionnelle de I'acrosome desym@atozoides épididymaires n'avait pas
permis de détecter d’anomalie acrosomique a ceesthtriginalité du phénotype de
tératozoospermie de 44H et 'absence de géne anglitient suggerent que le processus qui
est altéré lors de la spermiogenése est un praceseléculaire qui n'a encore jamais été

décrit.

Par ailleurs, par les mémes approches, nous a@tadi& la lignée 97C présentant une
réduction du poids testiculaire, une tératozoospemmodérée, et un aspect atypique des
vésicules séminales. L'approche cartographique petie lignée a permis de localiser deux

QTL distincts :
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- un QTL impliqué dans la composition des secrétieéminales sur le chromosome 6,

- un QTL impligué dans le développement testicala@ssocié a une tératozoospermie
modérée sur le chromosome 11. Nous avons montrdagreduction du poids testiculaire
entre 97C et B6 était observable a partir de laerars place de la spermiogenése, et qu’elle
n'impliquait pas d’anomalie structurelle de I'égtlum germinatif. Les données du
transcriptome testiculaire, ainsi que le dévelopgmtmapparemment normal des glandes
androgéno-dépendantes, suggérent une bonne impofgrirmonale de I'ensemble du
tractus génital male des individus 97Crcl1, et dgue le défaut de croissance du testicule
n’est pas un hypogonadisme hypogonadotrope.

Nous avons effectué une analyse en cartograpieedii QTL sur le chromosome 11
en établissant un ensemble de lignées recombinpatesce fragmendpretus Cette analyse,
encore en cours, nous permet a présent de proposerégion de 10 génes comme région
QTL candidate aux phénotypes testiculaires de @&a@ni ces 10 géenes, 4 sont exprimés dans
le testicule. Les autres genes ne montrent pagxpression testiculaire détectable, et ne sont
pas non plus exprimés dans I'axe hypothalamo-hyysrite. Les genesGrbl10, Fignll,
4930415F15Rilet Zpbplconstituent les meilleurs genes candidats de cégfien QTL. La
région QTL étant impliquée dans deux phénotypegsil possible qu’elle contienne deux
genes testiculaires chacun responsable d’'un desopipes, ou alors un seul géne impliqué
dans des problématiques de développement testesil@t de maturation de la lignée
germinale. Dans ce dernier cas, le phénotype déoospermie modérée peut aussi étre un
phénotype secondaire lié a une perturbation nooifgpée du fonctionnement testiculaire.

Actuellement, nous séquencons ces 4 genes afoidsi nous pouvons associer un
polymorphisme génétique et le phénotype testiailpour 'un de ces genes. Si l'un de ces
genes présente des variations de séquence pdwngat fonctionnelles, nous effectuerons
une étude d’association en population humaine etp@pulation bovine sur le critére

phénotypique de faible circonférence scrotale éétozoospermie.
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La preuve définitive de l'implication d’'un de cegnes dans les phénotypes de
réduction du poids testiculaires et/ou de tératepeomie implique soit la création d’'une
lignée congénique contenant uniqguement ce gene pftEbabilité d'occurrence des
recombinaisons efficaces étant extrémement faildlles dun intervalle peu étendu, il est
difficile d’obtenir une telle lignée) soit la créat d’'un modéle de souris Knock-In de l'alléle
spretus dans le fond musculus (replacement par recomhlinaisomologue de l'alléle
musculus par l'allelespretu3. Cette derniére expérience, couteuse en tem@s etoyen, ne
pourrait étre conduite que si un faisceau de pieundirectes suffisant venait corroborer

'implication potentielle du géne candidat danpienotype.

Lors de ces travaux de thése, nous avons voulactafr des analyses qui
permettraient d’arriver plus rapidement au génelickt. Nous avons donc choisi d’analyser
les transcriptomes testiculaires des lignées d@éntavec I'idée que les génes dérégulés des
fragments constitueraient de bons génes candidatsjue les genes dérégulés du fond
génétique B6 des lignées IRCS, nous permettragoamtclustering fonctionnel, de remontrer
vers un gene contenu dans un fragmegretus Aucune de ces deux hypothéses ne s’est
avérée exacte : le nombre de genes dérégulés dangagments est important, et rend
impossible le choix d’'un candidat, et les géneggiélés du fond génétique n’appartiennent
pas aux mémes familles fonctionnelldRétrospectivement ces résultats ne sont pas
surprenants : d’'une part, des études sur la régulatnique en contexte interspécifiqgue
démontrent qu’environ 10% des genes sont dérégual@sitre part, le clustering fonctionnel
des genes dérégulés du fond génétique nécessiteepister qu’'un facteur transcriptionnel
important pour la fonction testiculaire et préssotis une forme alléliquspretus ne puisse
pas assurer sa fonction correctement. Or nous acbossi d’étudier des lignées aux

caractéristiques phénotypiques extrémes, maisftositiertiles.
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Leur fonction testiculaire n’est donc pas gravemparturbée, ce qui rend peu

probable une dérégulation massivaramsdu transcriptome testiculaire.

L’analyse du transcriptome testiculaire des lignB®CS et des lignées parentales B6
et SEG, nous a cependant permis d’amorcer unexid@fleantéressante sur la régulation
génique dans le contexte d'un génome mosaiquesp#eifique. Pour poursuivre cette
réflexion, I'analyse du transcriptome testiculaile I'ensemble des lignées IRCS permettrait
d’obtenir une cartographie parfaite du set des IRG&s aussi, probablement de trouver des
eQTL (QTL impliqués dans la régulation de I'expiessdes genes) régulant la fonction
testiculaire et enfin, d'intégrer I'analyse tranptwmmique au niveau génomique. Ceci devrait
permettre de mieux comprendre la tolérance d’urogénvis-a-vis des flux de génes, et donc

d’obtenir de nouvelles données sur les mécanisnoéécolaires de la spéciation.
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Résumé

La fertilité méale est un caractere quantitatijui® par de nombreux génes. Afin de
positionner de nouveaux QTL de fertilité male, nawsns utilisé un ensemble de lignées
interspécifiques, recombinantes et congéniques$)RLCa primo-localisation de QTL dans le
modele IRCS nous a permis de positionner 8 QTluarftant des parametres de la fertilité
male, tels que le poids des testicules et de Istg@ainsi que la morphologie et la vitalité des
spermatozoides. Dans le but d’identifier des geaeslidats, nous avons ciblé notre étude sur
deux lignées IRCS (44H et 97C). La lignée 44H prtseine forte tératozoospermie. Une
analyse de son transcriptome testiculaire nousraipale proposer un gene candidzdph)
gue l'analyse cartographique n’a pas confirmé. eCdérniere approche est encore en cours
pour cette lignée. La lignée 97C porte un QTL suchromosome 11, impliqué dans une
réduction du poids testiculaire, associée a unatdgoospermie modérée. L’analyse en
cartographie fine du QTL, nous a permis de proposerrégion candidate de 10 genes dont 4
sont significativement exprimés dans le testicuBebl0, Fignll, 4930415F15Rik et Zpbpl.
L’analyse de leur séquence permettra de proposeeideur candidat.

Par ailleurs, nous avons conduit une analyse alstriptome testiculaire de trois
lignées IRCS et des lignées parentales qui a mamnément des genespretus étaient
régulés lorsqu’ils étaient introgressés dans urog@musculus. Cette étude nous a permis
d’amorcer une réflexion sur la tolérance d'un géaows-a-vis des flux de genes entre

especes voisines dans la constitution d'un génoosaigue.
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