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Avant-propos

La reproduction est un phénomene fondamental pour la survie et I'évolution des
espéces. Un nombre important de mécanismes génétiques et moléculaires est
impliqué dans la fonction de reproduction et de développement dans le regne animal.
Ainsi, 'étude de ces mécanismes permet, entre autre, de mettre en évidence les
étapes de détermination du sexe, la mise en place des gonades et les différentes
étapes de la formation des gameétes qui difféerent en fonction du sexe. Ces
mécanismes sont régulés par de nombreux geénes intervenant a différents temps de

développement et permettant le bon déroulement de toutes ces étapes.

La reproduction sexuée permet, a partir d'un gamete male et d’'un gaméte femelle, la
formation et le développement d’un nouvel individu. Les gametes sont des cellules
hautement spécialisées permettant la transmission a la descendance d'un lot
haploide de chromosomes issu de chaque parent. Les cellules haploides donnant
des gamétes fonctionnels sont formées a partir de cellules germinales diploides
grace a la méiose. Ce processus de méiose se déroule differemment dans le temps
entre un individu male ou femelle. Néanmoins, le bon déroulement de la méiose
dans les deux sexes est indispensable pour permettre I'obtention de cellules
germinales haploides. Un dysfonctionnement dans une des différentes étapes de la

meéiose peut entrainer des défauts de reproduction et une stérilité de I'individu.

L’unité mixte de recherche de Biologie du Développement et Reproduction (BDR) de
'INRA vise notamment a améliorer l'efficacité de reproduction des mammiféres
d’élevage. L’équipe "Différenciation des Gonades et ses Perturbations", dans
laquelle j'effectue mes travaux de recherche, étudie la différenciation des gonades de
mammiféres en conditions normale ou perturbée (pathologique, environnementale).
La formation et la différenciation des gonades chez les mammiféres débutent
pendant la vie embryonnaire et ne s’achévent qu’aprées la naissance. Ces premiéres
étapes de différenciation et d'interaction entre cellules germinales et cellules
somatiques sont déterminantes pour assurer une production de gamétes adéquate et

ainsi, une fonction de reproduction normale chez I'adulte.
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. Introduction

A. Le testicule
Le testicule est un organe essentiel de I'appareil reproducteur méle puisque c’est le

lieu de synthése des cellules spécialisées dans la reproduction : les spermatozoides,

capable de transmettre I'information génétique a la descendance.

Le testicule est organisé en lobules contenant des tubes (ou cordons) séminiféres

(Figure 1). Différents types cellulaires composent un testicule :

e Des cellules a l'intérieur des tubes séminiféres avec les cellules germinales a
différents niveaux de différenciation, et les cellules de Sertoli qui permettent
de soutenir la structure en cordon et qui sont des cellules nourriciéres pour les
cellules germinales. Ces cellules sont elles-mémes entourées d'une lame
basale. Les cellules de Sertoli s'étendent de la lame basale jusqu'a la lumiére
des tubules et les différentes cellules germinales viennent s'enchasser dans
ou entre les cellules de Sertoli pour constituer I'épithélium séminifére.

e De cellules entres les cordons: les cellules péritubulaires myoides qui
délimitent les cordons séminiféres, et les cellules de Leydig qui sont les
cellules stéroidogenes testiculaires produisant des facteurs de croissance et

des androgenes.
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Cellule de Leydig

Cellule de Sertoli
Cellule péritubulaire

Cellule germinale

500 um

Figure 1. P NN
Coupe transversale d'un testicule murin adulte (Echelle : 500um).
Détail : tube séminifere et tissus extra-tubulaire (Echelle : 50um).
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La production des spermatozoides débute a partir des cellules germinales souches
diploides: les spermatogonies. Le processus de différenciation cellulaire conduisant
les spermatogonies en spermatozoides se nomme la spermatogenése. Ce
processus est divisé en 3 grandes étapes (Figure 2):
- une phase proliférative avec l'auto-renouvélement des spermatogonies et de
mitoses rapides,
- la méiose qui permet la formation de 4 cellules haploides (spermatides) a
partir d'une cellule germinale,
- la spermiogenese permettant la métamorphose des spermatides issus de la

meéiose, en spermatozoides.

La durée de la spermatogenése est d'environ 35 jours chez la souris; 74 jours chez

&)

I'homme (1).

Cellule de Sertoli

Testicule

/ }MEIOSE |
=

Canal déférent W\ TRAVAN ( / \gEIOSE 1
P OB @ ¢

/%2323 52
pe
d'un tubule séminifére

© De Boeck Université, 2007

Figure 2.

Représentation schématique d'un testicule et d'un tube séminiféere, en coupe transversale (De Boeck
Université, 2007).

Le testicule est organisé en tubes séminiferes qui se rejoignent et aboutissent a I'épididyme, lui-
méme se terminant en canal déférent. En coupe transversale, le tube séminiféere présente un
épithélium séminifere constitué de cellules de Sertoli entourant les cellules germinales en méiose.

11
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L'évolution de la spermatogenése est coordonnée aussi bien dans le sens
transversal des tubes (sens de différenciation des cellules germinale) et dans le sens
longitudinal (les stades du cycle de I'épithélium séminifere distribués le long du
tubule dans un ordre chronologique) (Figure 3). L'observation histologique d’une
coupe transversale de tube séminifere présente toujours ['association, par
superposition de cellules germinales de la périphérie vers la lumiére des cordons, a
différents niveaux de différenciation. Les cellules germinales les moins différenciées
(spermatogonies) se trouvent vers la périphérie du tube séminifére, jusqu’aux
cellules les plus différenciées (spermatozoides) se trouvant prés de la lumiére des
tubes séminiferes. Entre les 2, on retrouve les cellules en cours de développement:
spermatocytes | et |, et spermatides rondes ou allongées.

Les différentes combinaisons de superpositions des cellules germinales en
différenciation constituent les « stades » de I'épithélium séminifére (Figure 3).

En 1901, Regaud définit que « la vague spermatogénique est dans I'espace, ce que
le cycle de I'épithélium est dans le temps >. En un point donné du tube, la
succession chronologique d'une série compléte des différentes combinaisons jusqu'a
la réapparition de la premiere combinaison constitue un cycle de I'épithélium

séminifére.
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h:

| Spermatide allongée

pachyténe

<
Spermatide

spermatogonie

Spermatide allongée |

| pachytene |

| spermatogonie |

| Spermatide allongée

| pachytéene |
| Spermatide allongée

| Spermatide |
| pachytéene
Flgure 3. | Spermatide |

Stade de la spermatogénése chez la souris.

Chacune des colonnes notées de | a Xll désigne les stades de la spermatogénése.

Une section de tube séminifere est rapportée au stade du tube séminifere correspondant. La
composition en cellules germinales de stade différents varie en fonction de sa localisation dans le
tube séminifére.

Composition au stade |: spermatide, spermatocyte Il, spermatide allongée et pachyténe.

Composition au stade Il et Ill: spermatogonie, spermatide allongée, pachyténe et spermatide.
Composition au stade V: spermatogonie, spermatide, spermatide allongée et pachytéene.
Composition au stade VII et VIII: préleptoténe, spermatide, spermatide allongée et pachyténe.
Composition au stade XlI: zygotene |, spermatide allongée et métaphase I.

Issu de Russel et al., 1990, Histological and Histopathological Evaluation of the Testis. Clearwater (Fl) Cacoe
River Presse, pp 286.

préleptotéene
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B. La méiose

La méiose male est le mécanisme par lequel une cellule germinale male, la
spermatogonie, aboutit a la formation de 4 gamétes haploides, contrairement a la
meéiose femelle, ou la moitié des chromosomes ségrégés, suite a la premiére division
de meéiose, est expulsée dans un premier globule polaire, et ou la moitié des
chromatides issus de la seconde division de méiose, est expulsée, a son tour, dans
un deuxieme globule polaire au moment de la fécondation. La méiose, dans les deux
sexes, combine plusieurs événements successifs : une réplication pré-méiotique,
suivie de la premiére division de méiose (Méiose I, dite division réductionnelle) et de

la seconde division de méiose (Méiose Il, dite réduction équationnelle).

Chez le méle, le début de la spermatogenése est associé a une succession de
mitoses des spermatogonies (spermatogonies A et B) qui assurent le maintien de la
population des cellules germinales puis une derniere mitose aboutie a un
spermatocyte primaire diploides (spermatocyte I). A lissue de la méiosel, ce
spermatocyte | aboutira a la formation deux cellules haploides appelés
spermatocytes Il, contenant chacun un des chromosomes homologues. Ainsi chaque
spermatocyte Il possédera soit le chromosome de provenance paternelle soit le
chromosome de provenance maternelle.

A Tlissus de la méiose Il, le spermatocyte Il subira une séparation de chaque
chromatide sceur pour aboutir a 2 spermatides rondes. Chaque spermatide ronde
possedera alors une chromatide sceur du chromosome hérité lors de la méiose |.

La méiose male débute aprés la naissance. Chez la souris, elle débute vers 10 jours
pour enclencher la premiere vague de spermatogenése. A partir de ce moment
précis, la spermatogénése s’effectue de fagon continue, par vague successive, tout
au long de la vie adulte du méle. La méiose de la premiére vague couvre la période
de 10 a 18 jours chez la souris male avec apparition des premieres cellules
haploides vers 18 jours. Ces deux événements méiotiques, méiose | et Il, peuvent se
divisées en 4 étapes : La prophase, la métaphase, 'anaphase et la télophase (bien

que I'étape de prophase Il soit inexistante).
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1. La prophase |
La prophase | est I'étape la plus longue dans le temps ou les chromosomes vont
subir des changements d’état importants. Cette étape est elle-méme subdivisée en 4
phases : leptoténe, zygoténe, pachytene et diploténe.
Au préalable, les spermatocytes entament une phase S ou leur contenu en ADN est

dédoublé (stade pré-leptotene).

Au stade leptoténe, correspondant a I'entrée en méiose, le volume du noyau des
spermatocytes augmente progressivement lorsque les chromosomes se condensent.
A ce stade, débute la mise en place d’un complexe protéique (qui sera complétement
formé qu'au stade pachyténe, stade plus tardif), appelé complexe synaptonémal, et
qui permettra I'appariement des chromosomes homologues. Le complexe
synaptonémal est constitué, entre autre, des protéines axiales comme SCP2
(Synaptonemal complex protein 2) et SCP3 en association avec des cohésines.

C’est suite a cette condensation des chromosomes que vont s’observer les premiers
évenements de recombinaisons. La recombinaison meéiotique correspond a la
formation de cassures double-brins puis a la réparation de ces cassures double-brins
par recombinaison homologue. La recombinaison s’effectue en utilisant la chromatide
sceur du chromosome homologue, le double brin intact servant de modéle pour la
réparation du brin cassé. A peu prés au méme moment, les télomeéres se fixent a
'enveloppe nucléaire afin de former un cluster de télomeéres destiné a favoriser

'appariement des chromosomes homologues.

Au stade zygoténe, un élément transversal du complexe synaptonémal, SCP1,

interagissant avec les protéines SCP2 et SCP3 situées le long de chacune des
chromatides sceurs au stade leptoténe, va permettre 'appariement les chromosomes
homologues. A ce stade, la majorité des cassures de I'’ADN sont réparées sans
échange des brins d’ADN homologues. Cependant, une minorité des cassures sont
réparées en crossing-over, entrainant un échange réciproque d’ADN des
chromosomes homologues. La majorité des crossing-over auront lieu plus tard, au

stade pachyténe.

Le stade pachyténe, peut étre subdivisé en 3 états distincts : pachyténe précoce,

pachyténe intermédiaire, et pachyténe tardif. Le pachyténe est le stade le plus long
des stades de la prophase (5-6 jours chez la souris). Au pachyténe, le noyau des

spermatocytes est trés volumineux, et les chromosomes sont visibles en histologie
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(apres coloration de type hématoxyline-éosine par exemple). Tous les chromosomes
autosomiques homologues sont appariés. Les chromosomes X et Y, sont appariés
uniquement sur leur région pseudo-autosomale (PAR pour pseudo-autosomal region
en anglais). Cet appariement partiel des chromosomes X et Y méne a la formation
d’'un complexe protéique appelé XY body (ou vésicule sexuelle) au niveau de la
PAR. Le XY body est responsable de l'arrét de la transcription des chromosomes X
et Y grace a un mécanisme appelée MSCI pour Meiotic Sex Chromosomes
Inactivation (2). Le MSCI mis en place dés le stade pachyténe précoce, restera en
place jusqu’au stade suivant, le diploténe. Au stade pachytene intermédiaire, les
chromosomes X et Y subissent des modifications post-transcriptionnelles, comme la
déacétylation des histones H3 et H4 et la diméthylation de I'histone H3. Ces
modifications post-transcriptionnelles ont pour objectif de maintenir le MSCI. Au
stade pachyténe tardif, les chromosomes homologues sont complétement appariés
grace au complexe synaptonémal et les recombinaisons homologues se poursuivent

par crossing-over.

Au_stade diplotéene, le complexe synaptonémal se dissocie progressivement. La

disparition de SCP1, protéines de I'élément transversal du complexe synaptonémal,
permet la séparation des chromosomes homologues. Tandis que SCP3,
précédemment localisé le long des chromatides sceurs, va se délocaliser sur la
région centromérique, entre les deux chromatides sceurs (3,4). A ce stade, au moins
un crossing-over subsiste par paire de chromosomes homologues grace auquel les

chromosomes restent liés I'un a I'autre.

Au stade diacinése, I'enveloppe nucléaire se fragmente. Dans un méme temps les

fuseaux méiotiques s’organisent a partir des péles opposés du noyau. Ces pbles
sont les deux centres d’organisation des microtubules (MTOC, MicroTubule
Organizing Center) et sont aussi appelés centrosomes. La présence d’au moins un
chiasma par paire de chromosomes homologues assure le bon positionnement des
chromosomes homologues pendant la premiére division méiotique et donc la
ségrégation correcte de ces chromosomes. En effet, la ségrégation des
chromosomes homologues nécessite un lien physique permettant ainsi une
orientation correcte des paires de chromosomes sur le fuseau méiotique lors de la

meétaphase |.
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2. La métaphase |

La métaphase de premiéere division de méiose correspond a l'alignement des
chromosomes homologues sur la plaque métaphasique. Elle peut étre divisée en
deux phases : la pro-métaphase et la métaphase.

En pro-métaphase, le réseau de fuseau méiotique s’organise a partir du MTOC. Au
niveau des centroméres des chromosomes, ou SCP3 du complexe synaptonémal
permet le maintien des chromatides sceurs, apparaissent les kinétochores. Ce sont
des complexes protéiques constitués de cohésines ubiquitaires, présentes lors de la
mitose et de la méiose, comme SA2, SMC1a, STAG1 et RAD2 (5), de cohésines
spécifiques a la méiose, comme SMC1[ et REC8, SA3 et RAD21L (6), de MEIKIN
responsable de la co-localisation de shugoshin (7) et des cohésines (Figure 4). Cette
co-localisation entre shugoshin et les cohésines permet d’inhiber le clivage des
cohésines par les séparases, et maintenir ainsi intact le bivalent constitué par les
kinétochores des chromatides sceurs. Contrairement aux cellules en mitose ou en
meétaphase I, ou les kinétochores sont positionnés « dos a dos » sur les chromatides
soeurs, en metaphase | les kinétochores des chromatides sceurs sont localisés
« cbte a codte ». Ceci permet alors que les deux chromatides d’'un méme chromosome
soient attachées au méme centrosome par les microtubules. Les deux kinétochores
agissent comme une seule entité, attachés tous les deux au méme réseau de
microtubules. On parle alors d’un attachement amphitélique des chromosomes. Au
moment de la rupture de la membrane nucléaire, les kinétochores sont rapidement
capturés par les microtubules en cours d’élongation. Les microtubules migrent pour
former un cours fuseau. En fin de pro-métaphase, la majorité des chromosomes
bivalents ont atteint le centre du fuseau méiotique.

La métaphase | est effectuée lorsque tous les chromosomes sont attachés et alignés
au centre de la cellule. La métaphase | est trés rapide, suivie aussitot de 'anaphase

puis de la télophase de premiére division méiotique.

3. L’anaphase |
En anaphase, les chromosomes homologues s’individualisent grace a la disparition
des chiasmas. Cependant, ils restent unis au niveau du centromeéere gréce a la
persistance de MEIKIN, toujours présente aux kinétochores des chromatides sceurs.

Afin de séparer les chromosomes homologues, une endopeptidase spécifique, la
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séparase (8) est activée par I'activation du complexe promoteur de I'anaphase (ACP)
dépendante de cdc20. Les chromosomes sont alors tirés en direction des poéles

opposes de la cellule.

4. La télophase |
La disparition du fuseau méiotique et la formation d’'une nouvelle membrane
cellulaire, permet, en fin de télophase, la formation de deux spermatocytes
secondaires contenant respectivement un chromosome de chaque paire. Les
spermatocytes secondaires sont reconnaissables grace a leur noyau de petite taille.
lls apparaissent transitoirement puisqu'ils vont trés rapidement se retrouver dans le

processus de la seconde division de méiose (méiose Il).

5. La méiose Il

La seconde division de méiose est un événement qui ressemble a la mitose sauf qu'il
n'y a pas de réplication de I'ADN au préalable. Cette division s’effectue rapidement et
abouti a formation de deux cellules identiques contenant chacune une chromatide
sceur issue d'un chromosome.

Contrairement a la méiose |, et en I'absence de MEIKIN (protéine spécifique de la
méiose |), shugoshin et les cohésines ne restent pas co-localisées. Les séparases
vont donc cliver les cohésines, et séparer les kinétochores des chromatides sceurs.
Lors de la méiose Il, les kinétochores sont positionnés « dos a dos » sur les
chromatides soeurs, permettant un attachement monotélique au fuseau de
microtubule. La méiose Il permet de générer deux cellules filles identiques, les

spermatides rondes, a partir d'un spermatocyte Il (Figure 4).

En conclusion, les deux divisions méiotiques de la spermatogenése permettent de

générer 4 cellules filles identiques haploides génétiquement différentes.
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Figure 4.

Représentation schématique du kinétochore des chromosomes et du devenir de celui-ci en fonction
de systéme engagé. Systéme de la 1° division de méiose dans les cellules germinales (encadré de
gauche) ou systéme de mitose et de 2™ division de méiose (encadré de droite). Les chromatides
sceurs de chaque chromosome homologues en bleu. Le centromére en rouge. Les cohésines en vert.
Shugoshin en jaune. MEIKIN en gris. Fuseau de tubuline a et B en cylindre gris. Séparase en ciseau

noirs.
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Figure 5.

(A) Structure du gene Topazl de mouton. Le gene Topazl posséde 20 exons chez le mouton et
comporte un domaine en doigt de zinc (exon 8) et un domaine PAZ (exon2).

(B) Expression relative de I’ARNm Topazl dans les gonades ovines males et femelles a différents
stades de développement (de 44 a 114 jpc et adulte).

(C) Expression relative de I’ARNm Topazl dans les gonades murines males et femelles a différents
stades de développement (de 12,53 17,5 jpc, 2 et 8 jpp et adulte).
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C. Découverte de Topaz1

Au laboratoire, nous étudions notamment les voies de régulations impliquées dans le
développement précoce (période fcetale) de l'ovaire de brebis. Ainsi, nous avons
identifié un nouveau gene exprimé majoritairement lors de la méiose | dans les
ovaires foetaux de brebis. Ce nouveau géne a été appelé Topazl (Testis and Ovary

specific PAZ domain gene 1).

Le géne Topaz1 a été identifié a partir de 2 banques d’ADNc d’ovaires foetaux de
brebis générées au laboratoire, dans le but de découvrir de nouveaux génes
spécifiquement exprimés au cours de l'initiation de la prophase | de méiose ou de la
formation des follicules (9,10). Il est exprimé spécifiquement au moment de la

prophase | de méiose des ovaires feetaux de brebis.

Ce géne est hautement conservé chez les vertébrés. Il posséde une séquence
codante de 4803 pb chez la brebis et comporte 20 exons (Figure 5A). Il comprend un
domaine en doigt de zinc (exon 8) et un domaine PAZ (Piwi Argonaute Zwille) (exon
2). Les protéines contenant des domaines en doigt de zinc sont susceptibles de lier
des acides nucléiques, comme par exemple les ARN. Elles présentent ainsi des
fonctions de régulation a tous les stades du métabolisme des ARN messagers
(épissage des prée-ARNm, transport, stabilité). Les protéines Argonautes,
caractérisées par leur domaine PAZ, sont impliquées dans la répression des
rétrotransposons (11). Les rétrotransposons sont des éléments correspondant a des
séquences d’ADN endogénes rétro-transcrites et possédant la capacité de se
dupliquer et se transposer dans le génome. Ceci altére I'information et I'organisation
du génome et peut étre délétére pour les cellules germinales. C’est pourquoi une
régulation fine de ces éléments transposables est essentielle au maintien de
l'intégrité du patrimoine génétique des cellules germinales. Les protéines Argonautes
sont des acteurs essentiels de la désactivation des rétrotransposons. Elles vont se
lier spécifiguement a des petits ARN (siRNA, miRNA, piRNA) qui ont pour réle de
guider les protéines Argonautes jusqu’a des ARNSs cibles en vue de les rendre
silencieux par interférence ARN (12). Parmi les protéines Argonautes, on trouve la
famille des PIWI, exprimée essentiellement dans les gonades animales. Les PIWI,

via leur interaction avec des petits ARN (piRNA), assurent le contrble des
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rétrotransposons au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel au cours du

développement de la lignée germinale (13).

En plus de son pic d'expression au cours de la prophase | des ovaires fcetaux de
brebis, nous avons montré que Topazl présente un pic d’expression lors de la
méiose male chez I'ovin (Figure 5B). La fonction de ce gene étant inconnue, nous
avons également recherché son expression chez la souris. Dans cette espéce, il
s'exprime majoritairement lors de la méiose male (Figure 5C). Les études de
'expression de Topazl par RT-PCR dans différents tissus, nous ont permis de
mettre en évidence une expression spécifique de Topazl dans les gonades. De
facon plus précise, I'étude de I'expression de Topazl sur une lignée de souris c-kit”
(14), dépourvue de cellule germinale, et en comparaison avec I'étude de I'expression
de Topazl sur des souris sauvages, a permis de mettre en évidence que Topazl

était exprimé uniquement dans les cellules germinales (2).

Dans le but de déterminer le réle de Topazl, une interruption de I'expression de ce
géne par Knock-In (KI) a été réalisée chez la souris. Afin de faciliter la
compréhension de ce manuscrit, et apres vérification de I'absence de transcription de
Topazl dans la lignée de souris transgénique générée, jai choisi de nommer cette
lignée Topazl"'. La lignée de souris Topazl"' obtenue est viable et a un
développement normal. Cependant, les souris males Topazl™ sont stériles

contrairement aux femelles Topazl™ qui se reproduisent normalement. (15)

L’étude des souris males Topaz1™ a permis de mettre en évidence une diminution
significative de la taille des testicules de ces souris par rapport a ceux des souris

+/+

Topazl™ (WT) et ceci des 28 jours (28 jpp, jours post-partum) (Figure 6A). Des
coupes histologiques de testicules Topazl"' révelent une désorganisation des tubes
séminiféres visible également a partir de 28 jpp, ainsi qu'une absence de
spermatozoide dans la lumiére des tubes séminiféres et dans I'épididyme (Figure
6B). De plus, un marquage immunohistochimique de la protéine EZH2 (Figure 6D),
spécifique des spermatides rondes, cellules haploides produites aprés la seconde
division de méiose, s’avere négatif, indiquant une absence de spermatide dans les
testicules de souris Topazl”'. Ainsi, aucune cellule germinale haploide n'est
observée dans les testicules de ces souris adultes Topaz1"'. Ces résultats nous

permettre de conclure a un blocage méiotique pour les souris Topazl"'. De plus, une
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apoptose importante des cellules germinales males est également observée dans les
testicules de souris Topaz1"', démontrant la dégénérescence d'une grande

proportion de cellules germinales (Figure 6C) (15).

Ainsi, sans le géne Topazl, les souris présentent donc une désorganisation

testiculaire et un arrét de la spermatogenése.

A la différence des souris dépourvues des génes Piwi (les protéines Piwi contenant
elles aussi un domaine PAZ) qui présentent une stérilité male régulierement associée
a une augmentation de I'expression des rétrotransposons, nous avons montré que
les spermatocytes de souris Topaz1"‘ ne montrent pas de dé-répression des
rétrotransposons (15). Effectivement, le niveau d’expression d’lAPGag, Mervk et
IAPdelta1, rétrotransposons a longue séquence terminale répétée (LTR) ainsi que
I'expression de L1ORF et L1UTR, qui ne posséde pas de LTR ne varie pas dans les

testicules de souris WT et Topazl”'.
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Figure 6.

(A) Photographie de testicules issus de souris WT (Topazl
Topazl” 4 28 jpp.

(B) Coloration hématoxyline-éosine de coupes de testicules et
d’épididyme a différents stades de développement (20 et 28 jpp puis
adulte (6 mois)) chez la souris Topaz1** et Topaz1™".

(C) Détection des cellules germinales en apoptose par ISEL (In situ
End Labelling) sur des testicules de souris adultes Topazl** et
Topazl’/’.

(D) Immuno-marquage de EZH2 en rouge, protéine spécifique des
spermatides rondes dans des testicules adultes de Topazl”+ and
Topazl'/'. Un marquage spécifique est mis en évidence dans les
spermatides des animaux normaux; est absent des animaux Topazl'/'
indiquant une absence de spermatide dans les testicules mutants. Le
DAPI permet de détecter les noyaux des cellules. (Echelle=50 um).
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Figure 7.

(A) Schéma du déroulement de la spermatogénese et identification du moment de blocage de la
spermatogénése di a I'absence de Topaz1 chez les souris Topazl™".

(B) Coupe de testicules de souris adultes présentant des métaphases | normales chez les souris
Topazl** et anormales chez les souris Topaz1”". (Echelle = 20um).
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De plus, nous avons montré que les cellules germinales males initient la prophase |
de méiose mais que les spermatocytes arrétent leur progression méiotique avant la
premiére division. Les coupes histologiques ont mis en évidence des Figures de
métaphase anormales des spermatocytes | dans les testicules murins Topazl'/': les
chromosomes ne sont pas correctement placés sur la plaque équatoriale du fuseau
méiotique (Figure 7A). Ainsi le blocage de la spermatogenése, chez les souris
dépourvues du géne Topazl, semble avoir lieu entre le stade de fin de prophase |
(diploténe) et le stade de début de métaphase (pro-métaphase) de premiére division
de meéiose qui est un point de contrdle crucial pour le bon déroulement des autres

étapes méiotiques (Figure 7B) (15).

L'ensemble de ce travail a donc montré que Topazl est un gene indispensable a la

spermatogenése chez la souris, pour une production adéquate des gamétes males.

D. Objectifs

L’objectif de ce projet est donc de caractériser la fonction du géne Topazl dans la

spermatogénése murine.

e Dans un premier temps, aprés avoir essayé sans succes de détecter la
protéine TOPAZ1 sur coupe de testicules de souris de génotype sauvage
(Wild Type, WT) versus de testicules de souris de génotype Topaz1” , faute
d’anticorps spécifiques conservés, nous avons essayé de détecter TARNm de
Topazl™ afin de déterminer (i) sa localisation au sein des différentes cellules
germinales et (ii) sa localisation nucléaire ou cytoplasmique dans ces cellules.

¢ Alavue d'un appariement correct des chromosomes lors de la méiose 1 dans
les testicules de souris Topazl"' et vu les anomalies histologiques détectées
lors de I'analyse histologique de ces mémes testicules, nous avons essayeé de
mettre en évidence différents éléments intervenants lors de la transition
Prophase | - métaphase I.

¢ Nous avons enfin étudié et mis en évidence des variations de transcription

entre testicules de souris WT et souris Topazl™.
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Il. Méthodologies

A. Maintien de la lignée d’animaux transgéniques.

1. Kl Topaz1 en C57BI6.

Une lignée de souris C57BI6 dépourvue du géne Topazl a été générée a l'Institut
Clinique de la Souris (ICS). Pour cela, les exons 1 et 2 de ce géne ont été remplacés
par le géne LacZ, empéchant ainsi la transcription du géne Topazl et permettant une
expression de LacZ en lieu et place de Topazl. Ces souris ont intégré I'élevage, en
zone expérimentale de niveau 1, de I'lERP (infectiologie expérimentale des rongeurs
et des poissons) de 'INRA de Jouy-en-josas. L’obtention des souris Topazl” se fait
par croisement entre des femelles Topazl™ agées de 2 mois a 6 mois avec des
males Topazl*" agés de 1,5 mois a 2 ans. Afin d’obtenir un stade de développement
fiable pour obtention de fecetus, la visualisation d’'un bouchon vaginal est controlé de
14 a 16h apres la mise en accouplement. Les souris sont sacrifiées apres la
naissance par dislocation cervicale, puis les tissus d’intérét (gonades) sont
immédiatement prélevés et sont soit plongés dans de I'azote liquide (une congélation
immédiate permet d’éviter la dégradation des ARN), soit immergés en
Paraformaldéhyde (PAF) 4% afin de fixer les structures des cellules en vue d’études
histologique et immunohistologique. Les tissus congelés sont, eux, conservés a long

terme dans des congélateurs a -80°C pour des études moléculaires ultérieures.

B. Génotypage des souris.
1. Extraction de ’ADN génomique.

L’extraction d’ADN génomique (ADNQ) est effectuée a partir d'un petit morceau de
queue de souris dissocié a la protéinase K (200ug/mL) dans un tampon adapté
(Tris/HCI pH8 a 50mM, EDTA a 5mM, SDS a 1% et acétate de sodium pH=8 a
300mM). La dissociation des tissus est réalisée a 56°C pendant 3h, puis TADNg est
séparé en phase aqueuse de Phénol/chloroforme (vol/vol). L’ADN est ensuite précité
en isopropanol (vol/vol) additionné d’acétate de sodium (0.3M) et repris dans de I'eau

avant d’étre stocké a 4°C.
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2. Génotypage des animaux.

Les souris males Topazl™ étant stériles, la production d’animaux homozygotes
nécessite le croisement entre femelles homozygotes (-/-) et males hétérozygotes
pour un rendement de 50% d’individus Topazl™”, soit environ 25% de males
Topazl”'. Aussi, pour connaitre les génotypes de chacun des souriceaux, une
amplification ciblée par PCR est réalisée sur ’ADNg extrait. Un couple d’amorce met
en évidence le géne Topazl et un couple d’amorce met en évidence LacZ. Ainsi
++

aprés PCR et migration sur gel, il est déterminé le génotype de la souris : Topazl™",

Topaz1*" ou Topazl™ (Figure 8).
a) PCR.

L’amplification par PCR est réalisée a partir de 1uL a une concentration de 100ng/uL
de '’ADNg d’intérét, précédemment extrait, et 19 pL de mix contenant du tampon
TAKARA 1X, des dNTP a 2mM, des oligonucléotides a 0.45uM chacun, et 'enzyme
ExTagTAKARA a 0.2U.

Les cycles de PCR se composent de 3 phases :

- 94°C pendant 30 secondes: dénaturation des doubles brins d’ADN
génomique ou complémentaire,

- 60°C pendant 30 secondes : hybridation des amorces,

- 72°C permettant I'élongation des séquences cibles. Cette température
correspond a la température optimale de fonctionnement de I'enzyme utilisée.
Le temps pour cette étape dépend de la longueur du fragment a amplifier. Il

est généralement compté 30 secondes de temps d’élongation pour 1000 pb.
Les 3 phases sont répétées 35 fois. Puis les échantillons sont conservés a 4°C.

b) Electrophorése sur gel d’agarose.

La visualisation des produits issus de 'amplification par PCR a lieu sur gel d’agarose.
Pour ce faire, on réalise un gel d’'agarose a 1,5 % pour des fragments inférieurs a 1
Kb ou a 1% pour les fragments supérieurs a 1Kb, auquel sont ajoutées quelques
gouttes de BET (Bromure d’éthidium) dilué au 1/100°™, soit environ 0,5ug/ml. Deux
microlitres de tampon de charge (0,21% de bleu de bromophénol, 0,21% de xyléne
cyanol FF, 0,2M EDTA, pH 8,0, et 50% de glycérol dans de l'eau de qualité
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biologique moléculaire) sont mélangés a 10 puL de produits de PCR et 11uL de ce
mélange sont déposés dans chaque puits. La migration sur gel a lieu a 100V. Les

produits PCR sont visibles sous un éclairage par des rayons ultra-violets.

Figure 8. Génotypage des souris de la lignée Topazl'/' apres PCR.

Visualisation sous éclairage par des rayons ultra-violets des produits de PCR (ADN) de Topaz1 (cercle
rouge, 571pb), de LacZ (cercle vert, 549pb) de GAPDH (cercle bleu, 100 pb, contréle positif de
I'expérience de PCR) sur gel d’agarose 1,5%.

3. Extraction des ARN totaux.

Les ARN totaux du tissu d'intérét initialement stocké congelé a -80°C, sont extraits
grace au RNeasy Mini Kit (Quiagen), dont certaines étapes des instructions fournies
avec le kit ont été adaptées a nos besoins. Les ARN sont DNasés au cours de
I'extraction via une DNase (RNase-free DNAse Set, Qiagen). Une fois extraits, les
ARNSs totaux sont dosés au spectrophotométre Nanodrop et la qualité de 'ARN est

également évaluée par dépdt d'un aliquot sur gel d’agarose.

C. Phénotypage des souris.
1. Immunohistologie sur coupe.

a) Prétraitement des organes.

Les études immunohistochimiques sont réalisées sur des coupes de testicules de
souris WT et KO apres fixation de leurs organes. La fixation est effectuée en
plongeant les tissus dans du Paraformaldhéyde (PAF) 4% pendant une nuit a 4°C.

Ce bain de paraformaléhyde va permettre la formation de ponts disulfures entre les
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atomes d’azote libres des groupements protéiques de chaque cellule. Ainsi, la
formation de ce réseau permet la rigidification des cellules et restreint les activités
enzymatiques qui pourraient entrainer la dégradation des composants cellulaires. La
fixation d’'un tissu biologique permet de conserver les structures des tissus étudiés.
Les organes sont ensuite placés en éthanol 40% pendant 24h puis en éthanol 70%.
L'inclusion en paraffine est effectuée a l'aide d'un automate de déshydratation et
d’inclusion de la société Thermo Scientific, le Citadel 2000 Carousel, dont les bains
successifs (présentés dans le tableau ci-dessous) d'éthanol, butanol et paraffine vont

permettre de remplacer I'eau contenue dans le tissu par de la paraffine.

produits concentration [temps
Ethanol 70% 30min
Ethanol 90% 30min
Ethanol 100% 1h
Ethanol 100% 1h
Ethanol/butanol

(volume avolume) [100% 2h
butanol 100% 2h
paraffine 100% 3h
paraffine 100% 12h

Les organes ainsi traités sont ensuite inclus en bloc de paraffine afin d’étre coupés
au microtome. Les coupes de 4um d'épaisseur sont montées sur lames. Puis, les
lames sont déparaffinées a 60°C pendant 10 minutes. Les étapes de réhydratation
des lames sont réalisées par bains successifs de xyléne (le premier de 20 minutes,
puis le suivant de 10 minutes), éthanol 100% pendant 6 minutes, éthanol 95%
pendant 3 minutes, éthanol 70% pendant 3 minutes et eau distillée pendant 5
minutes. Afin de permettre aux anticorps d’accéder a leurs épitopes cibles présents
dans les tissus étudiés lors de la réaction immunohistochimique, I'élimination des
ponts disulfures générés lors de la fixation des tissus est nécessaire. Pour ce faire,
un démasquage des épitopes antigéniques est réalisé dans une cocotte-minute sous
pression pendant 3 minutes, contenant de tampon de démasquage (AUS-Vector
Laboratories H3300).
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b) Immunocytochimie

Le kit M.O.M (Mouse On Mouse de Vector Laboratories BMK-2202) est utilisé pour
permettre la réalisation des réactions d'immunohistologie. Aprés démasquage des
épitopes antigéniques, les coupes sont plongées dans un réactif de saturation
permettant d’éviter I'accrochage aspécifique de I'anticorps secondaire couplé au
fluorochrome et donc, d’éviter ainsi un bruit de fond indésirable. Dans un second
temps, les coupes sont recouvertes d’une goutte contenant I'anticorps primaire
d’intérét, pendant une nuit a 4°C. Aprés un lavage de 2 fois 2 minutes en PBS
(Phosphate Buffer Saline 1%), les coupes sont recouvertes d’'une goutte contenant
I'anticorps secondaire couplé a un fluorochrome, pendant 45 minutes a température
ambiante suivi d’'un lavage en PBS comme décrit précédemment. Les anticorps

primaires utilisés sont présentés dans le tableau suivant :

espéece Anticorps secondaire

Anticorps réactive [Fournisseur|référence |dilution |utilisé

a-tubuline lapin Sigma 034M4792V |1/500 |anti-lapin/cyanine3 (1/200)
y-tubuline lapin Sigma T5192 1/500 |anti-lapin/cyanine3 (1/200)
Topaz C-terminal |lapin ProteoGenix |C-term 1/200 |anti-lapin/cyanine3 (1/200)
Topaz N-terminal (lapin ProteoGenix |N-term 1/200 |anti-lapin/cyanine3 (1/200)
Topaz1 lapin Abcam Ab184872 ([1/200 [anti-lapin/cyanine3 (1/200)
Topaz1 lapin Interchim 7737 1/200 |anti-lapin/cyanine3 (1/200)

Dr Yoshinori Watanabe, Laboratory of Chromosome Dynamics, Institute of Molecular and Cellular
Biosciences, University of Toyo, Japan

Tableau 1: Liste des anticorps utilisés sur coupe et leur condition d'utilisation.

Les lames sont ensuite colorées au DAPI (dilué au 1/1000 en PBS). Les échantillons
sont ensuite protégés par une lamelle fixée avec une goutte d’Eukitt (Sigma-Aldrich),
et observées au microscope a fluorescence ou conservées a 4°C pendant 10 jours

maximum.

C) Hybridation in situ

Des coupes fixées toute la nuit au PAF 4% ont été utilisées pour I'hybridation in situ
selon la technique RNAscope®. Les sondes utilisées ont été personnalisées par
Advanced Cell Diagnostics (ACD, Hayward, CA). Quarante sondes de 25 bases
couvrant 1 kb de TARNm Topazl de la souris (NM 001199736.1) ont été choisies et

préparées par la société ACD. Les sondes témoins spécifiques des ARNm codant
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pour la straindihydrodipicolinate réductase (dapB) de Bacillus subtilis et la
peptidylprolyl-isomérase B (Ppib) ont été commandées auprées de I'ACD,
respectivement en tant que contrdles négatif et positif. La sonde positive Ppib a été
choisei pour sa particularité d’étre transcrite d'un niveau d’expression comparable a
celui de 'ARN Topaz1. Les étapes de prétraitement a la protéinase K (issue du kit et
diluée au 1/15éme), d'hybridation de sonde, de pré-amplification, d'amplification, de
marquage et de coloration globale ont été effectuées conformément au manuel
d’utilisation pour tissus inclus en paraffine (ACD). La révélation s’effectue suite grace
a un systéme d’amplificateurs successifs se terminant par un complexe enzymatique
permettant la précipitation d’'un chromogéne coloré rose au point d’hybridation de la
sonde (Figure 9). Les images ont été capturées a l'aide d'une caméra DP50CCD
(Olympus) reliée a un microscope Leica Leitz DMRB, et d’un objectif x40 (Leica)

avec immersion dans I'huile.
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RNAscope

Double Z Probe

cope
Probe

Figure 9.

Concept d’hybridation in situ par la technique du RNAscope (ACDbio).

Aprés avoir perméabilisé les cellules et démasqué les ARN cibles d’'une coupe de tissu, une
guarantaine de sondes Z spécifiques du géne cible sont hybridées par complémentarité de séquence
(A). Des amplificateurs séquentiels sont hybridés successivement (B) et terminés par un systéeme
enzymatique permettant la précipitation d’'un chromogéne coloré. Chaque amplificateur ne pourra
se fixer que si les sondes sont parfaitement jointes deux a deux. Chaque point coloré représente
alors une molécule d’ARN cible unique.

Source: https.//acdbio.com/science/how-it-works
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2. Immunohistologie sur étalement chromosomique.
a) Etalement chromosomique.

Aprés prélevement du testicule, la membrane externe (albuginée) est retirée et la
pulpe testiculaire restant et placée en PBS 1X. Le tissu est ensuite dilacéré a l'aide
d’aiguilles hypodermiques jusqu’a obtenir une solution homogene. Apres
décantation, la phase supérieure, contenant les cellules germinales libérées des
cordons séminiferes dilacérés, est récupérée afin d’étre centrifugée. Le culot de
cellules est, en fonction de sa taille, re-suspendu en PBS de fagon a obtenir une
concentration cellulaire permettant a chaque cellule d’étre isolée. Les cellules sont
ensuite déposées sur lame en présence de nonylphénol éthoxylé (NP-40) dilué en
eau a 0.25% pendant 30secondes. Puis la réaction d’étalement est arrétée par 'ajout
de solution S-fix (1% de paraformaldéhyde, 10mL de borate de sodium a 100mM en
eau). Aprés évaporation des gouttes de solution, les lames sont plongées dans une

solution de photo-flo a 0.4% (kodak) avant d’étre séchées et stockées a -20°C.

b) Immunohistochimie

Les lames d’étalements chromosomiques sont successivement placées dans un bain
de photo-flo a 0.08% pendant 5 minutes, en triton a 0.1% pendant 5 minutes, en
photo-flo a 0.08% pendant 5 minutes, puis incubées sur la nuit avec l'anticorps
primaire dilué dans une solution contenant 2% de sérum de veau fcetal, 18g/L de lait
en poudre et 10g/L d’albumine bovine diluée en PBS1X. Les différents anticorps
utilisés pour permettre la réalisation des réactions d'immunohistologie sont présentés

dans le tableau suivant :
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espece Anticorps secondaire
Anticorps réactive [Fournisseur|référence |dilution |utilisé
don du Dr
meikin lapin Watanabe 1/500 |anti-lapin/FITC (1/200)
Rec8 lapin Sigma HPAO031729 [1/100 [anti-lapin/cyanine3 (1/200)
SA2 chévre |Abcam Ab4463 1/200 |anti-chévre/cyanine3 (1/200
anti-lapin/cyanine3 ou FITC
SYCP3 lapin Abcam Ab1591 1/100  |(1/200)
don de anti-humain/cyanine3
CREST homme |[DrFritzler 1/100  |(1/200)
H3K9me3 lapin Diagenode |CS-056-050|1/500 |anti-lapin/cyanine3 (1/200)
H4K20me3 lapin Millipore 07-463 1/500 |anti-lapin/cyanine3 (1/200)

Dr Manvin J Fritzler, Mitogen Advanced Diagnostics, University of calgary, Alberta Canada
Tableau 2: Liste des anticorps utilisés sur étalement chromosomique et leur condition d'utilisation.

Les lames sont ensuite colorées au DAPI (dilué a 1mg/L en PBS). Les échantillons
sont ensuite protégés par une lamelle fixée avec une goutte d’Eukitt (Sigma-Aldrich),

et observés au microscope ou conservés a 4°C pendant 10 jours maximum.

3. Préparation pour Microscpopie Electronique en
transmission (M.E.T).
Aprés prélevement, le testicule est rincé en PBS 1X, fixé en glutaraldéhyde 2% /
paraformaldéhyde 1,5% dilué en PBS 1X, puis inclus en gélose (2% d’agarose dilué
en cacodilate de sodium 0,1M pH=7,2). Les gonades sont ensuite confiées a la
plateforme MIMA2 en vue d’étude histologique par M.E.T (C.Longin, INRA Jouy en

Josas).

lll. Partie 1 : Etude du blocage méiotique par des techniques
histologiques

A. Reésultats :
Afin de localiser la protéine TOPAZ1, nous avons testé une série d’anticorps

commerciaux comme décrit dans le paragraphe « Méthodologie ». Les tests ont été

réalisés sur coupes de testicules de souris adultes sauvages versus de souris
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invalidées pour le géne Topazl. La présence d’un marquage fort dans toutes les
cellules du testicule de souris Topazl” nous a amené a conclure que tous ces

anticorps sont aspécifiques.

Aussi, dans un premier temps, nous n'avons donc pu localiser uniguement TARNm
de Topazl et non pas sa protéine. Pour cela, la technique de I’'Hybridation In Situ

(HIS), selon la méthode RNAscope®, a été utilisée.

1. Localisation de ’ARNm de Topaz1 par HIS
Afin de contréler I'expérimentation de HIS en elle-méme, I'hybridation d’'une sonde

peptidylprolyl-isomérase B (Ppib) positive ubiquiste est effectuée (16). On observe un
signal dans toutes les cellules indépendamment du stade et du génotype (Figure 10
A-B).

De méme, I'hybridation d’'une sonde négative ciblant straindihydrodipicolinate
réductase (dapB) de bacillus subtilis, spécifique de cette bactérie, n’est pas
détectable sur les coupes de testicule de souris WT ou Topaz1™, quel que soit 'age
(20 jpp ou adulte) (Figure 10 E a H).

Afin de localiser ’TARNm de Topazl, nous avons hybridé une sonde complémentaire
de Topazl de souris sur coupes de testicules. La spécificité de cette sonde
complémentaire de Topaz1 est validée par I'absence de signal sur les coupes de
testicule des souris dépourvues de Topaz1 (Topaz1™) a 20 jpp (Figure 10. K) et
adultes (Figure 10. L).

Chez les animaux normaux, la localisation de 'ARNm de Topazl (Figure10) sur
coupes de testicules de souris agées de 20 jpp ne révéle aucun marquage
d’hybridation dans la couche de cellules la plus externe des tubes séminiféres,
couche constituée essentiellement de spermatogonies (Figure 10. ). Au stade adulte
montre un marquage punctiforme de I'ARN de Topaz1 exclusivement dans les
spermatocytes, cellules particulierement reconnaissables grace a leur forme et leur
localisation (Figure 10. J). Il s’agit effectivement de grosses cellules situées dans la
deuxiéme couche de cellules formant les cordons séminiféres de stades | a X des

testicules de souris.
L'ARNm de Topaz1 est donc détecté dans les spermatocytes de testicules normaux

de souiris.
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Topazl*/*
20jpp adulte

20jpp

Topazl”-

adulte

Figure 10.

Hybridation in situ sur coupe de testicules a 20 jpc et adulte de souris Topazl’*/+ (A, B, E, F, I, 1) versus
Topazl” (C, D, G, H, K, L). UARNm de peptidylprolyl-isomérase B (Ppib) est transcrit de facon
ubiquitaire dans toutes les cellules et sert de controle positif (A, B, C, D). L'ARNm de
straindihydrodipicolinate réductase (dapB) de bacillus subtilis n’est pas exprimé dans les testicules de
souris et est utilisé comme contréle négatif (E, F, G, H). ARNm de Topazl est révélé par une
accumulation de chromogene rose (points) dans les coupes de souris Topaz1”* adultes (J) et gées de
20 jpp (). Le signal est spécifique des spermatocytes des souris WT (non retrouvé chez les souris

Topaz1”"). (Barre d'échelle & 100pm).
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2. Etude de protéines impliquées dans la transition prophase I-
métaphase |

Le phénotype anormal des testicules de souris Topaz1"' est visible en coloration
Hématoxyline-éosine a partir de la transition prophase — "métaphase-like" de
premiére division de méiose (Figure 7A).

Si la protéine TOPAZ1 n’était pour l'instant pas détectable, faute d’anticorps validé
par une absence de marquage sur les coupes de testicule de souris Topazl"', nous
avons décidé d'observer d’autres protéines, par immunohistochimie, connues pour
leur implication dans la mise en place de ces métaphases de premiere division de
méiose ou dans la mise en place du fuseau méiotique.

Le stade choisi, 30 jours aprés la naissance (30 jpp), correspond a la fin de la
premiere vague de méiose et nous permet ainsi d’obtenir des coupes de tissus avec
peu de spermatozoides chez la souris WT. Effectivement, le déroulement de la
spermatogénése dans les différents tubes séminiféeres étant asynchrone, il est
techniquement plus facile de repérer les tubes au stade Xll, seul stade auquel on

observe, normalement, des spermatocytes en métaphase de méiose | (Figure 7).

a) Alpha tubuline.

L’alpha Tubuline (aTub) est une protéine qui, avec la béta Tubuline (3Tub), constitue
le réseau de microtubuline. Ce réseau s’établit a partir du MTOC, le centre
organisateur des microtubules (Micro Tubule-Organizing Center) appelé aussi
centrosome. Il est constitué d’'une paire de centrioles, du y-TuRC (y-Tubulin Ring
Complex) et de y-Tubuline (yTub) (Figure 11) (17,18).

Par immunomarquage de l'a-tubuline, on observe le réseau de microtubuline. Les
spermatogonies en mitose, situés sur la premiere couche de cellules des tubes
séminiféres, présentent un marquage de I'a tubuline de leur réseau microtubuline
mitotique identique entre WT et mutant donc indépendamment de leur génotype
(Figure 12, B et D). Ces divisions mitotiques permettent la multiplication des cellules

germinales.
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€ ‘Template model’

a-tubulin.
B-tubulin.

Figure 11. Complexe cyclique de yTubuline

(a) Le yTuSC contient deux copies de y-tubuline et une copie de chacune des protéines du complexe
y-tubuline (GCP2 et GCP3). C’'est le noyau essentiel de nucléation des microtubules.

(b) Le yTuSC s'associe avec GCP4, GCP5 et GCP6 dans un complexe cyclique y-tubuline (yTuRC).

(c) A partir du yTuRC,l'anneau de y-tubulines établit des contacts longitudinaux avec a-tubuline — B-
tubuline (af tubuline).

Sources: Microtubule nucleation by y-tubulin complexes (Justin M. Kollman, Andreas Merdes, Lionel
Mourey & David A. Agard) Nature Reviews Molecular Cell Biology (2011)

Dans les cellules germinales, en pro-métaphase de premiere division de méiose, de
souris WT (Figure 12, A), les réseaux d'a et B-tubuline se polymérisent a partir de
chacun des deux podles de la cellule jusqu’a la plaque métaphasique constituée des

chromosomes alignés 2 a 2 et mis en évidence par un marquage au DAPI.

-

Dans les cellules germinales Topaz1™, on observe un réseau unique centré dans la

cellule avec des prolongements vers la périphérie cellulaire, s'apparentant a une

sorte d'hémi-fuseau (Figure 12, C). Le réseau d'a-tubuline dans les spermatocytes

-

de souris Topaz1™ est donc anormal.
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Figure 12.

Immunomarquage sur coupe de testicules 3 30 jpp de souris WT (A, B) versus Topazl” (C, D).
L'aTubuline est en rouge et I’ADN est révélé par une coloration DAPI (bleu). On observe des
spermatocytes en métaphase de 1% division méiotique (A, C), ainsi que des spermatogonies en
métaphase (D) ou anaphase (B) de mitose. (Echelle : 20um).

b) Gamma tubuline.

Afin de visualiser le centre organisateur des microtubules, nous avons détecté, par
immunohistochimie, la protéine gamma tubuline (yTub). La gamma tubuline est une
protéine constitutive du centrosome a partir duquel va s’effectuer la nucléation des

microtubules, ceux-ci étant composés d’a-tubulines et de B-tubulines.

On observe un marquage de la yTub, répartis aux deux pbles des cellules
germinales sur les coupes de testicule de souris WT (Figure 13. A), attestant de la

présence des 2 centrosomes positionnés a chacun des pdles de la cellule germinale.

Par contre, le marquage de la protéine yTub est centré en un seul point dans les

cellules germinales de la lignée de souris Topazl™ (Figure 13. B).
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Le réseau de y-tubuline dans les spermatocytes de souris Topaz1” est donc

anormal.

Figure 13.

Immunomarquage sur coupe de testicules 3 30 jop de souris WT (A) versus Topaz1” (B). La yTubuline
est en rouge et I’ADN est révélé par une coloration DAPI (bleu). On observe des spermatocytes en
métaphase de 1% division méiotique (A, B). (Echelle : 50um).

C) Protéines du kinétochore.

Si la localisation des protéines a- (et supposé [3-) et y-tubulines est perturbée dans
les testicules de souris dépourvus de Topazl pendant la méiose |, la localisation des
chromosomes au stade de « fin de prophase I - début de métaphase-like » pourrait
également étre perturbée. Aussi, nous nous sommes demandé si 'altération de la
localisation du centre organisateur des microtubules pouvait étre liée a un défaut
d’alignement des chromosomes sur la plaque équatoriale. Le kinétochore représente
un assemblage de nombreuses protéines au niveau des régions centromériques des
chromosomes et qui permet d’établir un lien moléculaire entre chromosomes et
réseau de microtubules en mitose et en méiose. Nous avons donc décidé de
comparer les marquages par immunohistochimie de certaines protéines appartenant

au kinétochore.

41
Dipléme EPHE — Elodie PoumEROL



DAPI

SYCP3

Le marquage de ce type de protéine est relativement fin et de type punctiforme, c’est
pourquoi ces marquages par immunohistochimie sont effectués sur des étalements
chromosomiques, et non sur des coupes, a partir de testicules de souris agées de 28
jours aprés la naissance (28 jpp).

Dans un 1% temps, afin de repérer le stade des cellules germinales observées, nous
avons dressé une sorte de « catalogue » de développement des différents stades de
méiose grace a un marquage SYCP3.

En effet, SYCP3 est une protéine de I'élément latéral du complexe synaptonémal qui
participe a I'appariement des chromosomes homologues (Figure 14). Elle apparait
dés le stade leptoténe de premieére division de méiose. La protéine SYCP3 se
localise le long des chromosomes homologues lors de leur appariement au stade
zygotene—pachyténe. Lorsque les chromosomes homologues se dissocient, SYCP3
disparait en persistant tout de méme au niveau du centromere, localisé a I'extrémité
des chromosomes murins (les chromosomes murins sont dits acrocentriques), ou

SYCP3 aurait également un réle dans la cohésion des centroméres (19) (Figure 14).

Pro- Métaphase
Métaphase Métaphasel  Anaphasel

Prophase |

Leptoténe Zygoténe Pachyténe Diploténe

Figure 14.

Immunomarquage sur étalements chromosomiques de la protéine SYCP3 (en rouge) issues de
cellules a différents stades de développement de testicule Topaz1™ de 28 jpp. L’ADN est révélé par
une coloration DAPI (bleu). Le marquage de SYCP3 est identique pour les souris TOPAZ1”.

De plus, dans une étude antérieure, nous avons démontré que la suppression de
I'expression du géne Topazl n’avait pas d’'impact dans la mise en place du complexe
synaptonémal. Ainsi la position de SYCP3 au cours de la prophase | n’est pas

modifiée chez les animaux Topazl™ (15). Topazl ne semble donc pas jouer un rdle
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dans la mise en place ou dans le maintien du complexe synaptonémal. La
localisation de SYCP3 est donc retrouvée, comme sur la figure 14, chez les animaux
Topaz1'/' mais jusqu'au stade de pro-métaphase. Aucun stade de développement
des cellules germinales mutantes n'est obtenue au-dela de cette étape de pro-

métaphase.

Une fois ce "catalogue SYCP3" dressé, nous nous sommes tout d’abord intéressés a
une protéine spécifique de la méiose, localisée au niveau des kinétochores : MEIKIN.
De plus, nous avons choisi de suivre plusieurs protéines du complexe de cohésines
des chromosomes avec uUne cohésine ubiquitaire : SA2 (5); et deux cohésines
spécifiques de la méiose : SMC1B3 et RECS8 (6).

Nous montrons que toutes ces protéines: MEIKIN (Figure 15, A), REC8 (Figure 15,
B), SA2 (Figure 15, C) et Smc1B (Figure 15, D) ne présentent pas de différence de
localisation dans les testicules de souris dépourvues de Topazl (en comparaison

avec des souris hétérozygotes pour la mutation).
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A. Topazl*/ Topazl /- B. Topazl*/ Topazl /-

SYCP3

DAPI

Figure 15.

Immunomarquage sur étalements chromosomiques des protéines Meikin (A), Rec 8 (B), SA2 (C),
Smc1p (D) (en vert) et SYCP3 (en rouge). L’ADN est révélé par une coloration DAPI (bleu). Les cellules
observées proviennent de testicules de 28 jpp de souris Topazl”’ et Topazl'/', ces cellules sont aux
stades diploténe de premiére division méiotique ou de pro-métaphase. (Echelle : 10um).
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Puis nous avons cherché a visualiser par immunofluorescence les centromeres.Ainsi,
CREST, un antisérum humain (ou ACA: anti-centromere antibody) ayant la
particularité de marquer les centroméres a été utilisé.

Dans les spermatocytes au stade pachyténe de souris hétérozygotes, le marquage
obtenu avec l'antiserum CREST se localise au niveau des centroméres des
chromosomes (Figure 16). Chez les mutants, ce marquage "anti-centromeére" est
diffus et semble présent sur toute la longueur des chromatides. Cette mauvaise
localisation, ainsi mise en évidence par le marquage CREST, pourrait étre une cause

ou une conséquence de la mauvaise mise en place du fuseau de microtubules.

Topazl*- Topazl”-

SCP3 CREST Merge _Merge+DAPI| scp3 CREST Merge _Merge+DApI| Meiose!

Zygotene

Pachyténe précod

Pachyténe

Pachyténe tardif

Diploténe

Pro-métaphase

Figure 16.

Immunomarquage sur étalements chromosomiques des centromeéres (attesté par I'anticorps anti-
CREST) (en rouge) avec SCP3 (en vert). L'ADN est révélé par une coloration DAPI (bleu). Les cellules
observées proviennent de testicules de souris Topaz1* (A) et Topaz1” (B) de 28 jpp.

Ces cellules sont présentées dans |'ordre chronologique (échelle de droite) de premiere division
méiotique.
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3. Etude des marques de méthylation du centromere.

Dans lI'espéce murine, les chromosomes sont acrocentriques. Le centromére est

situé a I'extrémité du chromosome (Figure 17). La fonction du centromére est défini

épigénétiquement (20).

Chromosome de souris en pachyténe
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chromatine

Sycp3

Figure 17.
Représentation schématique d’un chromosome de souris en pachyténe de méiose I.

Afin d’évaluer [lintégrité des marques épigénétiques du centromére des
chromosomes des souris invalidées pour Topazl, jai procédé au marquage par
immunoflourescence de certaines de ces marques sur des étalements de

chromosomes de testicules de souris Topaz1®" versus souris Topazl™.

Les marques épigénétiques testées sont :

o Histone H3 dont la lysine en position 9 est tri-méthylée

(H3K9me3), reflete une chromatine inactive. Les H3K9me3 sont particulierement

enrichies au niveau de ’ADN péricentromérique des chromosomes de souris (21).

On observe un marquage évoluant en s'intensifiant progressivement lors des

premiéres étapes de la prophase | de méiose (Figure 18), puis un marquage plus
marqué au stade pachyténe tardif, situé a [I'extrémité des chromosomes
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acrocentriques, au niveau du centromeére. Ceci est en accord avec les travaux de
Page et al., (22) qui montre un faible marquage uniformément distribué aux stades
leptoténe et zygoténe mais plus vif au niveau des régions péricentromériques. Puis le
marquage H3K9me3 se localise plus intensément autour des chromosomes sexuels
au stade pachyténe. Au fur et a mesure que ce stade pachyténe progresse, le
marquage uniformément distribué sur les autosomes diminue et ne devient visible
que sur les régions centromériques (pachyténe tardif et diplotene). Cette diminution
du marquage H3K9me3 refléte I'état de réactivation transcriptionnelle qui a lieu en fin
de pachytene.

Aucune différence notable n’est observée entre I'étalement chromosomique de
testicules de souris Topaz1*" (Figure 18B) et de souris Topazl” (Figure 18A) pour le

marquage H3K9me3.

o Histone H4 dont la lysine en position 20 est tri-méthylée
(H4K20me3), reflete un état de chromatine inactive (23). Comme H3K9me3,
H4K20me3 est présente au niveau de I'ADN centromérique des chromosomes de
souris (Figure 18). H4K20me3 serait associée a I'hétérochromatine des régions
péricentromeériques pour les stabiliser (27).
Comme pour la marque épigénétique H3K9me3, on observe un marquage
H4K20me3 diffus lors des premiéres étapes de la prophase | de méiose. Le
marquage d’H4K20me3 est observable sous deux formes. Un premier marquage
semble visible a I'extrémité des chromosomes de souris, au niveau du centromére, et
visible au stade pachyténe. Un second marquage plus diffus, qui semble étre réparti
en territoires. On note une persistance du signal diffus au stade diploténe dans les
cellules germinales des souris Topaz1” (Figure 19, A) par comparaison avec le
signal terminal observé dans les cellules germinales des souris Topaz1+" au méme
stade (Figure 19, B).
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Topazl +/-
SCP3

H3K9me3

Merge

Merge+DAPI

Topazl-/-
SCP3

Figure 18.
Immunomarquage sur étalements chromosomiques des Histones H3K9 trimethylées (en rouge) et
SCP3 (en vert). L’ADN est révélé par une coloration DAPI (bleu). Les cellules observées proviennent
de testicules de souris Topazl” (A) et Topaz1” (B) de 28 jpp. Ces cellules sont présentées dans
I’ordre chronologique de premiéere division méiotique.
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Figure 19.

Immunomarquage sur étalements chromosomiques des Histones H4K20 trimethylées (en rouge) et
SCP3 (en vert). L’ADN est révélé par une coloration DAPI (bleu). Les cellules observées proviennent
de testicules de souris Topaz1™ (A) et Topazl” (B) de 28 jpp. Ces cellules sont présentées dans
I’ordre chronologique de premiéere division méiotique.
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4. Etude des centrioles nécessaires a la mise en place du
réseau de microtubules.

Nous avons ensuite choisi d’'observer les centrosomes en localisant directement les
centrioles, dans les spermatocytes de souris Topaz1+" et Topaz1"' par microscopie

électronique.

a) Localisation des chromosomes en métaphase.

Afin d’optimiser la localisation des cellules au stade méiotiques souhaitées, des
coupes semi-fines de testicules de souris a 28 jpp sont observées. Cette période
correspond a la fin de la premiére vague de spermatogénése. Il y a encore peu de
spermatozoides (24), ce qui facilite 'observation et la recherche de spermatocytes |
en fin de prophase ou métaphase de méiose 1.

Aprés avoir repéré ces cellules situées dans les tubes séminiferes en stade XIll
(Figure 3) sur coupes semi-fines colorées en Azure Il et bleu de méthyléne (Figure
20), des coupes ultra-fines ont été réalisées par la plateforme MIMA 2 de 'INRA de
Jouy-en Josas. Ces coupes ultra-fines ont ensuite été observées au Microscope

électronique a transmission (M.E.T).

+/+

Sur les coupes de testicule Topaz1™", on observe tres facilement des amas plus

denses correspondant aux chromosomes en métaphase (Figure 21), comme décrit
dans le manuel « The Cell » de Don W.Fawcett (25). Des masses de chromatine

-

condensées sur des coupes de testicules mutants Topaz1™ sont toujours en cours

d'analyse et d'observation a ce jour.
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A. Topaz +/+

Figure 20.

Coupes de testicules de souris a 28 jop Topazl** (A) versus Topazl” (B) colorées en azur Il et bleu de
méthylene. Agrandissement de la zone correspondant a un stade Xll des tubes séminiferes. La pointe
rouge précise un spermatocyte en métaphase (A) ou en "pseudo métaphase-like" (B).

+/+
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Figure 21.

Image de microscopie électronique en transmission d’une coupe de testicule de souris WT a 28 jpp.
Agrandissement a X2,0k. Les cellules présentées sont au stade de pro-métaphase (A) ou de
métaphase (B). Les masses condensées de chromatine sont indiquées par les pointes rouges.

b) Recherche des centrioles de cellules en métaphase.

Le centrosome, appelé aussi MTOC (Micro Tubule-Organizing Center), est le
principal centre organisateur des microtubules. Le réseau de microtubules s’organise
a partir du MTOC. Il est constitué de deux centrioles entourés par une matrice péri-
centriolaire (26).
Les différentes étapes nécessaires a la constitution du MTOC sont (27) :

e Duplication des centrioles en phase S. Les procentrioles nouvellement

synthétisés restent étroitement liés a leur centriole meére.
e Accumulation de matériel péricentriolaire (MCP).
e Séparation des deux centrosomes par migration a chaque pdéle de la

cellule.

++

Dans I'étude par M.E.T de coupes de testicule Topaz1™", on observe la présence de
doublet de centrioles dans les cellules en métaphase. La position des centrioles
semble similaire a celle retrouvée dans la littérature (Figure 22) (27).

Comme précédemment, la présence de doublet de centrioles n’a pas encore été

-

observée sur les coupes de testicules Topaz1™ et 'observation des lames continue a

ce jour.
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Figure 22.

Image de microscopie électronique en transmission d’une coupe de testicule de souris WT a 28 jpp.
Agrandissement a X15,0k. Visualisation des centrioles de cellule en pro-métaphase ou métaphase.
Détail: I'orientation des centrioles a été schématisée.
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B. Discussion :

En amont de ce travail, nous avons mis en évidence, au laboratoire, le géne
TOPAZ1, hautement conservé chez les vertébrés et spécifiquement exprimé dans
les cellules germinales. Chez la souris, la suppression d'expression de ce géne a
I'état homozygote entraine une stérilité male due a un blocage méiotique lors de la
spermatogenése. Différents points de contréle possibles au cours de la méiose | ont
été étudié par différentes techniques d'histologie afin de mieux comprendre cet arrét

meiotique.

Chez la souris méle, Topazl est un géne transcrit essentiellement aprés la
naissance. Lors de son invalidation, le phénotype histologique testiculaire, visible
vers 28 jpp, montre une absence de cellule haploide. La premiére vague de la
spermatogénése s’effectue en une trentaine de jours aprés la naissance avec une
apparition des premieres cellules haploides vers 20 jours. L’'observation de coupes
de testicules de souris a 20 jpp nous permet de situer nos expérimentations dans
cette premiere vague et d’observer ainsi une grande proportion de cellules
méiotiques diploides. Grace a la technique d’hybridation In Situ, nous avons pu
montrer une absence de I'ARNs de Topazl dans les spermatogonies mais sa

présence dans les spermatocytes des souris WT dés 20 jpp.

L'ARN Topaz1 est donc transcrit a un stade de la différenciation germinale en aval
du blocage méiotique observable. Le spermatocyte | contient également de
nombreux transcrits spécifiques de la méiose et donc la suppression entraine
également des blocages méiotiques comme pour les souris Topazl"'. Notons pour

exemple, les transcrits Mlh1, MIh3 et Ccna1.

Le phénotype anormal des testicules de souris Topaz1"' est visible en coloration
Hématoxyline-éosine lors de la transition prophase — "métaphase-like" de premiere
division de méiose (Figure 7A). Lors de cette transition la formation du réseau de
microtubulines est un point capital pour la division cellulaire. Nous montrons dans
cette étude que a mise en place du fuseau métaphasique se déroule de fagon
anormale dans les testicules de souris Topazl™. En effet, la polymérisation de I'a- et

la y-tubuline semble dysfonctionnelle. Ainsi, 'organisation anormale du réseau de
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microtubule, juste avant la métaphase méiotique, pourrait expliquer l'arrét de la

division de la méiose I chez les souris males Topazl™.

Une différence fondamentale entre division mitotique et premiére division méiotique
est la production (i) de cellules filles identiques a la cellule mére dans le cas de la
mitose, et (ii) de cellules filles haploides aprés la premiére division de méiose. Pour
ce faire, la répartition en matériel génétique sur la plaque équatoriale est différente.
Lors de la premiére division de méiose, les chromosomes homologues sont sous
forme de bivalents bi-orientés a chaque pdle de la cellule, par un attachement
monotélique (chaque chromosome est relié a un péle). Les kinétochores fréres sont
orientés cote a cote ce qui facilite leur attachement monopolaire (28). L’attachement
monotélique aboutira, aprés 'anaphase de premiere division méiotique, a 2 cellules
filles haploides contenant soit I'exemplaire paternel soit 'exemplaire maternel des
chromosomes (aprés brassage inter-chromosomique).

Lors de la mitose, les chromatides sceurs sont sous la forme d’'un monovalent bi-
orienté a chaque pdle de la cellule. Les kinétochores fréres sont reliés a un péle
opposeé de la cellule. Des analyses par microscopie électronique chez les
mammiféres ont montré qu’en pro-métaphase de mitose, les kinétochores fréres des
chromatides sceurs sont orientés dos a dos ce qui facilite leur attachement bi-orienté
par le fuseau. Cet attachement correspond a un attachement amphitélique, qui
aboutira, aprés 'anaphase de mitose, a 2 cellules filles identiques a la cellule meére.
Chaque cellule fille possédera une chromatique sceur de chacun des chromosomes.
Nos résultats montrent donc que, bien que les fuseaux de division mitotique et
méiotique soient composés de tubulines a (et B), I'invalidation du géne Topazl, dans
'espéce murine, perturbe spécifiquement le réseau de microtubules des
spermatocytes |, au cours de la premiére division meiotique sans altérer celui de la
mitose des spermatogonies. L'accrochage monotélique des chromosomes semble

perturbé par I'absence de Topazl.

Aussi, cette absence de Topazl modifie la localisation et le nombre des centres
organisateurs des microtubules dans les spermatocytes en "métaphase-like" de
premiére division de méiose. L’observation en microscopie électronique a
transmission (M.E.T) des centrioles normalement présents sous forme de 2 paires
positionnées a chacun des pdéles des spermatocytes en pro-meétaphase devrait nous

permettre de vérifier si les centrioles sont correctement répliqués et/ou si la migration
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s’est effectuée normalement dans les spermatocytes de testicules de souris Topazl”'

De tels spermatocytes, présentant des figures de métaphases | anormales (hémi-
fuseau centré dans la cellule et disposition aberrante des chromosomes) ont déja été
visualisés dans des cellules germinales de testicules de différentes lignées de souris

dépourvues des genes :

e MeioC (29): dans une lignée de souris MeioC™",, le phénotype observé dans les
cellules germinales males est, comme dans la lignée Topazl”, une altération
du réseau de microtubulines lors de la mise en place des métaphases de
premiére division de méiose. MeioC est impliqué dans la stabilisation des
transcrits indispensables a la méiose. Afin de déterminer si la protéine TOPAZ1
pourrait étre impliquée dans ce type de fonction, des expériences
d'immunoprécipitation de la protéine TOPAZ1 pourront étre envisagées lorsque
nous disposerons d'un anticorps spécifiques anti-TOPAZ1 ou lorsque nous
aurons créé une lignée de souris portant une étiquette (FLAG tag) sur la
protéine TOPAZ1.

e Stra8 (30): géne responsable de l'initiation de la prophase | de méiose, les
cellules germinales des souris dépourvues de ce facteur de transcription ne
peuvent initier leur méiose. Les spermatocytes de ces souris présentent
également une disposition aberrante des chromosomes de type "métaphase-
like", non alignés sur la plaque équatoriale (13).

e La suppression de I'expression de la cycline A1 (Ccna1l) provoque également
arrét de la méiose male dans les spermatocytes en toute fin de prophase I,
juste avant l'entrée en métaphase | (31), et une augmentation des cellules
rentrant en apoptose (32). Ccnal est une cycline spécifique des cellules
germinales males et qui active, avec d'autres protéines, la transition vers la
métaphase | (33) . Cet arrét méiotique male des souris Ccnal1” est li¢ a un
défaut de séparation des chromosomes et a une réduction de I'activation de la
Cdc2 kinase qui permet la transition de prophase a métaphase de premiére
division de méiose. Dans les testicules de souris invalidées pour le géne

Topazl, aucune altération du complexe synaptonémal n’est visible (15). Ceci
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nous permet d’écarter, a priori, la piste d’'un défaut de séparation du complexe
synaptonémal.

e La suppression de l'expression de MLH1 dans des testicules de souris,
provoque également un défaut d’alignement des chromosomes, bloquant la
meiose 1 en "métaphase-like" semblable a une pro-métaphase (34,35). La
protéine MLH1 (marqueur des crossing-over) permet le maintien de
'appariement des chromosomes bivalents. En absence de MLH1, les
chromosomes sont capables de se condenser et de fragmenter le complexe
synaptonémal, mais [l'alignement des chromosomes sur la plaque
métaphasique échoue. Ces spermatocytes rentrent alors en apoptose
suggérant un point de contréle d’assemblage du fuseau métaphasique

essentiel a la méiose 1.

Dans une formation adéquate du réseau de microtubulines et de positionnement
adéquate des chromosomes sur I'équateur de la plaque métaphasique, le rble de
certaines protéines, localisées autour des chromosomes, peut également avoir un
réle. Dans cette étude nous n'avons pas observé de différences de localisation de
protéines du kinétochore (MEIKIN, SA2, Rec8, SMC1B) des chromosomes en

meéiose | chez les souris dépourvues de TOPAZ1.

e MEIKIN est une protéine spécifique de la premiére division de méiose.
MEIKIN joue un réle dans la stabilisation de la localisation du shugoshin,
responsable de la mono-orientation des kinétochores sceurs (7). Lors de la mitose, le
shugoshin est co-localisé avec les cohésines au stade prophase et pro-métaphase,
puis leur localisation se sépare lorsque chacun des kinétochores sceurs sont tirés
vers les poles opposés de la cellule en mitose. Lors de la méiose, le shugoshin et les
cohésines restent co-localisés grace a un facteur de protection, la MEIKIN. Le site de
clivage des centroméres des chromatides sceurs est alors protégé contre la
séparase, et chaque bivalent orienté vers le méme pdle de la cellule en méiose. Au
stade pachyténe, MEIKIN apparait au niveau des centromeéres, lorsque les
chromosomes homologues sont appariés. Puis, dés le stade diploténe, son signal

diminue graduellement jusqu'en métaphase I, pour disparaitre en anaphase.
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La suppression du géne murin entraine une infertilité dans les deux sexes. Chez le
male Meikin”, un défaut de ségrégation des chromosomes apparait au cours de la
meéiose (36).

e SAZ2 est une cohésine ubiquitaire, présente lors de la mitose et de la méiose,
tout comme SMC1a, STAG1 et RAD2 (5).

e SMC1B et RECS8 sont des cohésines spécifiques de la méiose, tout comme
SA3 et RAD21L (6).
Chez la souris, les protéines dédiées a la maintenance structurale des centrosomes
(SMC avec les protéines SMC1a, SMC1p et REC8) s'associent en forme d’anneau,
le long des chromosomes appariés lors de la prophase | de méiose. La capacité du
SMC a contenir les 2 brins d’ADN Ilui confere une activité de cohésion des
chromatides sceurs. Si SMC1a disparait progressivement au stade diploténe et est
indétectable en métaphase I, SMC1B reste associée aux régions centromériques
jusqu'en métaphase II.
Rec8 apparait des le stade préleptoténe. Il se répartit le long des chromosomes
appariés puis adopte une position centromeérique jusqu'en métaphase Il.
L’invalidation de Rec8 ou de SMC1[3, dans I'espéce murine, entraine dans les deux
lignées obtenues, une infertilité des femelles (37)(38) et des males (au stade
pachyténe pour les souris SMC1B™ et au stade zygoténe-like pour les souris Rec8™)
(20, 21).

La localisation de ces protéines des kinétochores, étudiées dans ce rapport, ne
semble pas étre altérée en absence de Topazl.
Nous avons donc caractériser toute la région centromérique des chromosomes des

souris Topazl™.

La fonction du centromere est défini épigénétiquement (20). C'est un domaine
essentiel a la ségrégation des chromosomes. L’ADN situé au niveau du centromere
est essentiellement constitué d’ADN a séquence répétées. CENP-A (variant de
histone H3 ) forme un nucléosome spécifique du centromeére, en s’associant avec les
histones H2A, H2B et H4 (39). La modification de I'histone H3 méthylée sur le résidu
K9 (H3K9me3), permettrait le recrutement de la cohésine essentielle au maintien de
la cohésion entre les chromatides sceurs, pour une séparation des chromosomes

paternels et maternels, en premiére division de méiose. C’est la structure de la
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chromatine associée a la région centromérique qui lui confére son implication dans
'assemblage du kinétochore. La triméthylation de la lysine 20 de l'histone H4
(H4K20me3) est nécessaire au bon alignement des chromosomes. L’inactivation, par
RNA interférence, de Suv4-20h, une méthyltransférase H4K20, entraine, dans
'ovocyte, une grande proportion d’ovocytes présentant des figures anormales de

meétaphase de premiére division de méiose (40).

Dans cette étude, la modification de I'histone H3 par la tri-méthylation de sa lysine en
position 9 ne semble pas affectée par l'absence de Topazl. Par contre, la
localisation de la tri-méthylation de la lysine 20 de I'histone H4 semble perturbée
dans les testicules de souris Topazl”'. Afin de préciser I'impact de ce défaut de
localisation de H4K20me3 dans les spermatocytes Topazl™, des études de co-
localisation et d'immunoprécipitation de TOPAZ1 et de Suv4-20h (nommé aussi
Kmt5c), methytransférase responsable de la tri-méthylation de H4K20mes3,

pourraient étre envisagées.

Aprés la condensation des chromosomes, et a partir de la diacineése tardive, deux
centrosomes adjacents vont former un fuseau court de tubuline alpha et béta. Ce
fuseau est dit bipolaire (41). Grace a la disparition de la membrane nucléaire, les
kinétochores de chaque chromosome méiotique sont capturés par les microtubules
du fuseau court bipolaire. Par des jeux de tensions radiales et par la polymérisation
du fuseau de microtubule, les chromosomes bivalents se dirigent mécaniquement
vers I'équateur de la cellule et les deux centrosomes se séparent en direction des
plles opposés.

La mise en évidence des fuseaux de tubulines alpha et gamma, dans les
spermatocytes de testicules de souris Topazl"‘, ont révélé une anomalie dans la
mise en place de ce fuseau méiotique. Dans les testicules de souris Topaz1"', le
fuseau semble adopter une position centrale. Le point de convergence du réseau de
microtubule semble situé au centre de la cellule et I'extrémité de chacun des fuseaux
de microtubule semble étre orientée vers la périphérie de la cellule, formant une
sorte d'étoile. Cette observation nous permet d’émettre I'hypothése que le

centrosome, point de départ de la nucléation des fuseaux de microtubules, pourrait
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étre mal localisé dans la cellule ou que la duplication des centrioles n'a pas lieu
correctement.

L’observation de doublet de centrioles et leur localisation pourrait nous permettre
d’orienter notre hypothése concernant les raisons du blocage de la spermatogénese
murine en absence de Topazl. Effectivement, une altération de la migration ou de la
duplication des centrioles aux péles de la cellule serait délétere pour la ségrégation

des chromosomes en anaphase de premiere division de méiose.

Cependant, I'observation au M.E.T des centrioles se heurte a plusieurs difficultés
techniques. La premiére est le faible nombre de spermatocytes en métaphase visible
par coupe ultrafine. La seconde est directement liée a la structure tridimensionnelle
des cellules. La probabilité d’effectuer une coupe dans le plan passant par le doublet
de centrioles est faible. De méme, la probabilité d’effectuer une coupe dans le plan
passant par les deux doublés de centrioles, situés a chaque péle de la cellule

germinale en métaphase, est d’autant plus faible.
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IV. Partie 2 : Analyses transcriptomiques associées a
I'étude du réle de Topaz1

A. Résultats :

1. Analyse transcriptionnelle des testicules de souris Topaz1™.
a) Séquencage des ARN

Afin d’évaluer I'impact de la suppression de l'expression de Topazl sur ['état
transcriptionnel des testicules de souris, nous avons procédé a une analyse RNAseq
(RNA sequencing) afin de comparer les transcrits de testicules de souris WT versus

de souris Topazl™.

L’objectif est de mettre en évidence des génes dérégulés par I'absence de Topazl.
Pour cela, des analyses transcriptomiques des testicules des souris WT et Topazl"'
ont été réalisées a 18,5 jpp, correspondant au stade en aval du blocage méiotique.
Le stade de 18,5 jpp est choisi car nous cherchons a mettre en évidence des genes
dérégulés précocement dans la transition prophase |- métaphase | du a I'absence de
Topazl. Aprés alignement des transcrits sur le génome murin et comptage des
transcrits, les analyses statistiques (DESeq2) ont été effectuée et les critéres retenus
pour la sélection des génes différentiellement exprimés sont les suivantes: (i) une p-
value inférieure a 0,01 (correspondant a une probabilité de sélectionner de genes
non différentiels (génes dits "faux-positifs") inférieure a 1%) et (ii) un log2 fold-change
(Log2FC) inférieur a -1 ou supérieur a 1 (correspondant a des expressions
différentielles des génes 2 fois moins ou 2 fois plus exprimés respectivement, par
rapport au contrdles). Ainsi, a 18,5 jpp, on obtient un total de 2294 geénes
différentiellement exprimés entre les testicules de souris WT et Topaz1"'. Une
analyse d'ontologies génétiques, permettant la classification des génes selon leur

domaine d'implication, par le logiciel Panther (http://www.pantherdb.org/) nous a

permis d’obtenir une vue global des différents processus biologiques potentiellement
impactés par I'invalidation de Topazl(Figure 24A). La catégorie la plus représentée
(350 genes) est "processus cellulaire" qui comprend de nombreux geénes de
l'organisation de la cellule (organisation de la chromatine, jonction cellulaire,
organisation membranaire, facteurs de signal apoptotique, de facteurs liés aux
microtubules...). L'analyse des de l'ensemble des transcrits présents dans des

testicules de souris WT de 18.5 jpp révéle un profil d'ontologie génétique identique
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(Figure 23). Les mémes catégories géniques des processus biologiques sont
représentées et dans les mémes proportions. Ceci n'est pas étonnant puisqu'environ
15 000 génes sont exprimés dans les testicules WT a 18.5 jpp, et seulement 2294
génes sont difféerentiels entre WT et Topaz1-/-. Parmi ces 2294, uniquement 1208
sont considérés par le logiciel Panther pour l'analyse de l'ontologie génique,

représentant seulement 8% des transcrits totaux.

Select Ontology: | Biological Process | Wiew: [100% |

PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 15352 Total # process hits: 14792

Click to get gene list for a category:
S000 | M biological adhesion (G0:0022610)

B biclogical phase (GO:0044848)
4500 M biological requlation (G0:0065007)

B cell proliferation (GO:0008283)

4000 9 cellular component organization or biogenesis (G0:0071840)
3500 | M cellular process (GO:0009987)

B developmental process (GO:0032502)
w2000 H immune system process (GO:0002376)
g W localization (G0:0051179)

1 23007 B locomotion (GO:0040011)
2000 4 H metabolic process (GO:0008152)
B multi-organism process (G0:0051704)
1500 - M multicellular organismal process (GO:0032501
nitrogen utilization (GO:0019740)
1000 4 M pigmentation (GO:0043473)
B reproduction (GO:0000003)
=001 response to stimulus (GO:0050836)
ol || B rhythmic process (GO:0048511)
Category B signaling (G0:0023052)
**Chart tooltips are read as: Category name [Accession): # genes; Percent of ‘mw
gene hit against total # genes; Percent of gene hit against total # Process hits  Cglor picker powered by = . ViziBone

Figure 23.
Répartition par processus biologiques des transcrits exprimés dans des testicules de souris WT a 18,5
jpp, selon le logiciel Panther.

Concernant les génes différentiellement exprimés entre WT et Topaz1™, la catégorie
de " reproduction”, présente des sous-catégories "reproduction des organismes
multicellulaire", "processus de reproduction" et "reproduction sexuée" (Figure 24B).
En comparaison avec les transcrits présents dans les testicules de souris WT a 18,5
jpp, on retrouve 40% des génes de la sous-catégorie "reproduction des organismes

multicellulaire”, 2,6% des génes de la sous-catégorie "processus de reproduction” et
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15% des genes de la sous-catégorie "reproduction sexuée" dérégulés dans les
testicules de souris Topazl™.
Parmi les génes différentiellement exprimés entre testicules de souris Topaz1™

Aversus souris WT, 28% sont des IncRNAs (ARN non codants longs) (Fiqure 25).
Sel.ect Ontology: | Biological Process | View: [100% |

PANTHER GO-Slim Biological Process
Total ®# Genes: 1208 Total ® process hits: 1051

M metabolic process (G0O:0008152)

W mylti-organism process (GO:0051704)
| ] i r N f N
B pigmentation (GO:0043473)

B reproduction (G0:0000003)

response to stimulys (GO:0050896)
B rhythmic process (GO:0048511)
P B signaling (G0:0023052)
Category

Select Ontology: | Biplogical Process | View: IIJIJ% ~

NTHER GO-Slim Biological Process
B Lewvel 1: reproduction {5 0:0000003)
Total # Genes: 26 Total # process hits: 21

Genes
o35288bs283R3YREREE8E

H HHEHEEHE e
MoW =W = 00 W

Click to get gene list for a category:

[
[

o multicellular organism reproduction (G0:0032504
g 10 M reproductive process (G0:0022414
= : B sexual reproduction (G0:00195953)
7
3 Coler picker powered by “" Vmﬂme
5
4
3
2
1
0

Category

**Chart tooltips are read as: Category name (Accession): # genes; Percent of
gene hit against total # genes; Percent of gene hit against total # Process hits

Figure 24.
Répartition par processus biologiques des transcrits différentiellement exprimés entre des testicules
de souris Topaz1” versusTopazl™* a 18,5 jpp(A) et répartition de la catégorie reproduction en sous
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catégories fonctions de reproduction des transcrits différentiellement exprimés entre des testicules
de souris Topaz1” versus Topaz1?* 2 18,5 jop (B) selon le logiciel Panther.

Pseudogénes

EST Type génique non déterminée

autres

Long ARN
non codants

ARN
non codants

Micro ARN

autres

Genes codants pour des protéines

Figure 25.
Répartition par types géniques des transcrits différentiellement exprimés entre des testicules de

souris Topazl” versus Topaz1”* a 18,5 jpp, pour une -p-value inférieure a 0,05 et un fold-change

supérieur ou inférieur a +2.

Tableau 3 : Probabilités d'interaction entre IncRNA-Chr10 et TOPAZ1 a l'aide du logiciel RPISeq. Les
prédictions avec des probabilités supérieures a 0,5 sont considérées comme positives.

Interaction probabilities of

TOPAZ1
IncRNA-Chr10
Prediction using RF classifier  0.75
Prediction using SVM classifier 0.96
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b) Caractérisation du LncRNA du chromosome 10
Parmi les ARN longs non codants mis en évidence, I'un d'eux, 4930463016Rik, est

exprimé assez précocement (15 jpp), un peu aprés l'expression de Topaz1, et son
expression est quasi-nulle dans les testicules de souris Topaz1™. Nous appellerons

ce géne IncRNA-Chr10 étant situé sur le chromosome 10 murin.

La base de prédiction d'interactions ARN-protéine RPISeq
(http://pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeq/) prédit que la protéine TOPAZ1 a une bonne
probabilité d'interaction avec INcRNA-Chr10 (Figure 26).

A notre connaissance, le INCRNA-Chrl0 n'a jamais été décrit et étudié. Dans les
bases de données publiques, le géne murin a une longueur de 9383 pb et comporte
4 exons et 3 introns putatifs (Figure 27). L'ARN messager de ce géne, toujours

d'aprés les bases de données publiques, représente 2329 pb.

ADNg = 9383 pb

A
A 4

V4
5’ Intron 1 Intron 2 Intron 3 3
musChr10 3498 bp 717bp [ 2 840bp
(NC_00007606)
Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 ———> ARN = 2329 pb

889 bp 401 bp 133 bp 906 bp

Figure 27.

Représentation du gene codant pour le IncRNA-Chr10 comme décrit dans les bases de données
publiques (NCBI, Ensembl!). Le gene a une taille de 9383pb et posséde 4 exons et 3 introns. Le
IncRNA-Chr10 a une longueur de 2329 pb.

L’expression du INncRNA-Chrl0 a donc été étudiée au laboratoire par RT-PCR. Il
n'est pas exprimé dans les tissus somatiques testés et est fortement exprimés dans
le testicule murin (Figure 29A). L’étude a également montré que son expression
testiculaire débute a partir de 15 jpp et augmente au cours du développement et que
son expression est fortement réduite dans les testicules des souris Topaz1™ (Figure
28B). Le profil d'expression du INncRNA-Chr10 corréle avec le profil d'expression de
Topazl (Figure 28A). Enfin des hybridations in situ (HIS) ont permis de mettre en
évidence une expression du INCRNA-Chr10 dans les spermatocytes | (les mémes

cellules ou est exprimé Topaz1) chez les souris WT a 20 jpp et adultes. Par HIS,
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nous confirmons l'absence de LncRNA-Chr10 dans les spermatocytes chez les

souris Topaz1” (Figure 29B).

Ainsi, l'absence de Topaz1 induit une forte sous-expression de ce INcCRNA-Chrl10

dans les spermatocytes de souris.

Ce IncRNA-Chr10 n'ayant jamais fait I'objet d'étude biologique, nous avons choisi,
dans un premier temps, de caractériser d'un point de vue moléculaire le géne de
LncRNA-Chr10.
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Figure 28.

Expression relative de Topazl (A) et du LncRNA-Chr10 (B) chez la souris WT de la naissance au stade
adulte. Les tests de statistiques sont effectués entre souris WT et Topazl” 4 un méme stade, et
représentés sous forme de moyenne avec = S.E.M (standart Error of the Mean) **p < 0.05, ***p <
0.01.
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Figure 29.

Expression relative de LncRNA-Chr10 dans différents tissus chez la souris WT (A). et Hybridation in
situ de LncRNA dans les testicules de 20 jpp et adultes de souris Topaz1™* et Topaz1” (B).
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C) Caractérisation moléculaire du LncRNAChr10.

Dans de but de confirmer la présence des 4 exons prédits dans les bases de
données publiques, des PCR quantitative (QPCR) ont été réalisées avec des couples
d’amorces s'hybridant sur chacun des 4 exons du géne. L’ARN extrait, puis rétro-
transcrit en ADNCc, est issu de testicules de souris WT adultes. Les résultats de
gPCR sont présentés sur la Figure 30A. Ainsi, nous mettons en évidence que le
IncRNA-chrl10 présent dans les testicules de souris WT adulte, contient les 4 exons
prédits. Le témoin positif de I'expérience est représenté par I'exon 2 de Topazl.
Ainsi, les 4 exons prédits par les bases de données sont bien présents dans 'TADNc
rétrotranscrit, attestant que ces fragments amplifiés sont bien présents dans I'ARN

mature.

Par la suite, des qPCR ont été réalisées a partir d'/ADNCc issus de testicules de
souris adultes WT mais avec des couples d’amorces s'hybridant de part et d'autre
des différents exons du géne IncRNA-Chr10 afin de s'assurer que les séquences
introniques prédites ne possédent pas d’exon supplémentaire non prédit (Figure
30B). Ainsi, une courbe d’amplification est détectée si les introns sont épissés
comme attendu. Dans nos conditions d'amplification, le temps d'élongation de
I'amplicon néo-synthétisé ne permet pas d'amplification supérieur a 120pb. Si les
séquences considérées comme introniques ne sont pas épissées, la longueur du
fragment entre chaque paire d’amorces sera trop importante pour qu'il y ait
amplification par gPCR. Les résultats des qPCR ont mis en évidence des courbes
d’amplification correspondant aux fragments amplifiés pour chaque paire d’amorces
utilisés (Figure 30B). De plus la migration sur gel des produits de PCR réalisés avec
des couples d'amorces s'hybridant de part et d'autre des différents exons du géne
IncRNA-Chr10 montre que la taille obtenue de ces fragments est bien celle attendue
(Figure 31 A-B), méme si la possibilité d'amplifier le pré ARN messager, donc non
episse, reste possible. Ainsi, les séquences predites comme introns entre les exons

1-2, 2-3 et 3-4 sont bien épissés lors de la maturation du IncRNA.

69
Dipléme EPHE — Elodie PoumEROL



5! - -+ ::

1,2

/
1
08
0,6
0,4
0,2
0

IncRNA-Chrl0 IncRNA-Chrl0 IncRNA-Chrl0 IncRNA-Chrl0 topazl exon2
exon 1 exon 2 exon 3 exon 4

Expression Relative

B' | Melt Curve

Derivative Reparter (-Rn)

850 00 S0 800 850 wo ®0
B Exons 3-4 T 079
Temperature (*C)
W Exons 2-3
m Exons 1-2

Figure 30.

Expression relative des 4 exons du IncRNA-Chr10 et de I'exon 2 de Topazl (témoin positif) dans les
testicules de souris adultes WT (A). Courbes d’amplification des qPCR obtenues a partir d'ADNc de
testicules de souris adultes WT et visant a amplifier les exons consécutifs deux a deux (B).
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Figure 31.

Représentation schématique de ’ADNg du IncRNA-Chr10 et des couples d’amorces utilisées pour les
PCR (A). Produits de PCR obtenus a partir d'ADNc issu de rétrotranscription de testicules de souris
WT avec les couples d’amorces A, B et C permettant d’amplifier les exons deux a deux (B). Les
produits de PCR de taille supérieure désignés par * ont été séquencés et sont aspécifiques.

L'ensemble de ces résultats confirme qu'il y a donc une amplification par gPCR entre

les différents exons démontrant une absence d'exons supplémentaires entre les

exons prédits 1 a 4.
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Le but est maintenant de déterminer plus précisément les sites d'initiation de la
transcription et de terminaison de la transcription du géne IncRNA-Chr10 afin de
connaitre le début de I'exon 1 (5’) et la fin (3’) de I'exon 4 de ce géne non codant.
Pour ceci, des PCR ont été réalisées avec différents couples d'amorces répartis en &'
de I'exon 1 putatif et en 3' de I'exon 4 putatif, et en comparant les résultats obtenus a
partir d'ADNc, issu de la rétrotranscription du InNcRNA-Chr10, ou d'ADNg. Ainsi si un
fragment de PCR est amplifié a la taille attendue a partir de ’ADNc et de ’'ADNg, ceci
signifie qu'il y a bien eu transcription de ce fragment (via I'ADNc); si un fragment de
PCR n'est pas amplifi¢ a partir de I'ADNc alors il n'y a pas eu transcription,

I'amplification de I'ADNg servant de témoin positif de PCR.

Des PCR sont réalisées avec des couples d’amorces permettant de remonter en 5’
du géne et de comparer ’ADNc a '’'ADNg. Ainsi le premier couple d’amorce testé est
le couple Y qui posséde sa séquence oligonucléotidique ("anti-sens") sur I'extrémité
5’ putative de I'exon 1 (début de I'exon putatif = +1) et un oligonucléotide "sens" a -
305 pb en amont de l'extrémité 5’ putative de I'exon 1 (Figure 32A). Le méme
principe est réalisé avec deux autres couples d’amorces X et Z décalés davantage

en amont de I'exon 1 putatif.
Les résultats des PCR sont présentés sur la Figure 32B et montrent:

- Une amplification de 351 pb pour le couple d'amorces Y pour 'ADNg et TADNc
WT.

- Une amplification de 304 pb pour le couple d’amorces Z pour 'ADNg et ’ADNc
WT.

- Une amplification de 371 pb pour le couple d’amorces X pour 'TADNg mais pas
pour '’ADNCc.
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Figure 32.

Représentation schématique de I'extrémité 5’ de I’ADNg du IncRNA-Chr10 et des couples d’amorces
utilisées pour les PCR (A). Produits de PCR obtenus a partir d'ADNg ou d'ADNCc issus de testicules de
souris WT avec les couples d’amorces X, Y et Z (B).

Les couples d’amorces Y et Z mettent en évidence une amplification avec ’ADNc.
Ceci démontre que le géne LncRNA-Chr10 est transcrit en ARN au moins a partir
de -544pb par comparaison au site d'initiation putatif de la transcription des bases de
données. Au contraire, le couple d’'amorces X montre une absence d'amplification
sur '’ADNc. Ainsi, la transcription de TADNg commence entre -920 pb et -544 pb. Le
début de la transcription effective dans les testicules de souris est donc situé dans

ces 376 pb et correspond au début de I'exon1.

Pour I'ensemble de ces expériences, des témoins négatifs (matrice=H,0) et des
témoins positifs de PCR (amplification des échantillons avec des amorces ciblant la
GAPDH, géne ubiquitaire) ont été réalisés et les résultats sont en accord avec ce qui

est attendu (résultats non présentés dans ce rapport).

Dans la séquence génomique en 3' de I'exon 4 prédit, nous avons identifié deux sites
potentiels de polyadénylation (séquence consensus AATAAA). Ces séquences

pourraient induire, 20-40 pb en aval, I'arrét de la transcription, (Figure 33A). Les ARN

73
Dipléme EPHE — Elodie PoumEROL



non codants longs ne sont pas tous polyadénylés (42). Ces sites nous ont permis de
positionner des amorces de PCR situés de part et d'autre de ces sites (couples W et
U, Figure 33B). Il a donc été déterminé si 'un de ces deux sites pouvait déclencher

un arrét de la transcription du IncRNA.

Le couple d’amorces W qui entoure un premier signal de polyadénylation, le plus
proche de la fin putative de I'exon 4, permet une amplification par PCR a partir de
'’ADNg et de 'ADNc. Ainsi cette séquence est bien transcrite et I'exon 4 a donc une
taille qui peut étre rallongée a minima de 239 pb par rapport a ce qui est

actuellement disponible dans les bases de données.

La séquence entourée par le couple d’amorces U contenant le second signal de
polyadénylation n’a été amplifié qu'a partir ’ADNg. Il n'y a pas d’amplification de
'ADNCc. Cette séquence d’ADNg (ou une partie) n’a donc pas été transcrite en ARN
(et donc pas rétrotranscrite en ADNc), ce empéche I'amplification a partir dADNc. Ce
résultat permet de supposer que la fin de transcription du géne d'intérét est situé a

I'intérieur de la séquence amplifiée par les amorces du couple U.
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Figure 33.

Représentation schématique de I'extrémité 3’ de I’ADNg du IncRNA-Chr10 et des couples d’amorces
utilisées pour les PCR (A). Produits de PCR obtenus a partir d'ADNg ou d'ADNc issus de testicules de
souris WT avec les couples d’amorces nommés T, W et U (B).

La encore, pour ces expériences, des témoins négatifs et positifs de PCR ont été
réalisés et les résultats sont en accord avec ce qui est attendu (résultats non
présentés dans ce rapport). Le couple d’amorces T, situé dans I'exon 4, est aussi un

témoin positif permettant I'amplification de 'ADNCc et de 'ADNg a la taille attendue.

d) Suppression du LncRNAChr10, dans une lignée de
souris.

Afin de découvrir le réle du IncRNA-Chr10, nous avons établi des lignées de souris
(C57BL6NRJ) dépourvues d'une partie ou de toute la longueur du géne du LncRNA-
Chrl10. Ces lignées ont été établies par utilisation du systéme Crispr/Cas9. Des
guides-ARN ont été dessinés au laboratoire puis produits par I'équipe de JP
Concordet (MNHN - CNRS UMR 7196 / INSERM U1154 - Sorbonne Universités).
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Les micro-injections ont été réalisées par une collaboration avec I'équipe MoDit de
'UMR-GABI de I'INRA de Jouy en Josas. Deux stratégies sont déployées. La
premiere consiste a cibler la totalit¢ du géne (les 4 exons et introns, pour une
délétion de 10kb environ), alors que la seconde cible uniquement I'exon 4 de ce
LncRNA (délétion de 1700pb) (Figure 34). Cet exon 4 est ciblé préférentiellement car
c'est celui qui est retrouvé le plus conservé entre différentes espéces de
mammiféres. Chaque micro-injection a été effectuée avec un mélange de deux
guides-RNA en amont et deux guides-RNA en aval de la séquence a cibler. En effet,
il a été démontré que I'utilisation d'un doublé de guide-ARN tend a augmenter
I'efficacité du systéme CrispR/Cas9 (43). Nous avons ainsi pu établir plusieurs

lignées indépendantes dont le phénotype a été étudié.

Guide Guide
RNA243F RMNA140F
Chr 10 - -
Guide Guide Guide Guide
RNA22Rev RNA157Rev RNA16Rev RNAZ280Rev

Figure 34.

Représentation schématique de la stratégie d’invalidation du gene LncRNA-Chr10.

Stratégie 1 : suppression de la totalité du gene LncRNA (guides RNA22Rev/157Rev + guides
RNA140F/280Rev).

Stratégie 2 : suppression de I'exon 4 du géne LncRNA (guides RNA16Rev/243F + guides
RNA140F/280Rev).

Deux lignées par stratégies (présentées schématiquement dans la figure 34) ont été
établies. Afin de déterminer le génotype des animaux obtenus, une PCR est
effectuée entre I'exon 1 et I'exon 4 du INcRNA-Chr10 pour identifier la délétion de la
stratégie 1, ou effectuée dans I'exon 4 pour identifier la délétion de la stratégie 2
(Figure 35.A). Le contréle du génotype WT est effectué grace a I'amplification par
PCR d'un fragment de 352pb situé dans I'exon 2 du IncRNA-Chr10 (Figure 35.B).
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Figure 35.

Exemple de génotypage des souris obtenues selon la stratégie 1 (A.) et la stratégie 2 (B.) des lignées
dépourvues de IncRNA-Chr10 (A.) ou de I'exon 4 du IncRNA-Chr10 (B.). Pour la stratégie 1, un produit
de PCR a environ 930pb est obtenue pour une délétion de I'exon 1 a 4. Un produit de PCR a 352pb,
est obtenue lorsque la délétion n'a pas eu lieu et correspondant a une amplification dans I'exon 2

(A.). Pour la stratégie 2, un produit de PCR a 97pb est absent lorsque I'exon 4 é été. L'amplification de
I'exon 2 de 352pb sert de controle positif (B.)
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Les différents oligonucléotides utilisés pour permettre la réalisation de toutes ces

analyses transcriptionnelles, sont présentés dans le tableau suivant :

géne oligonucléotide sens oligonucléotide anti-sens figure N°
Topazl 5'- CACCGGAGAAGCAACCTTTTACAGA -3' |5'- TTTGCACCCTGGCTCCTTGGT - 3' 4

LacZ 5'- CACCGGAGAAGCAACCTTTTACAGA - 3' |5'- GCGGAATTCCGGAAAACTTTATCCAT-3' |4
GAPDH 5'- GCATCTCCCTCACAATTTCCA -3 5'- TGCAGCGAACTTTATTGATGGT - 3' 4
4930463016Rik exon4 [5'- CAGAAAGGAAGCCATCTTGC - 3' 5' - GATGGTGGTTGTTGTTIGGTG - 3' 23
4930463016Rik exon1 |5 - GTCCTTCCTITGCGACATTG - 3' 5'-TTGGTGTTTCTGCTCAGTGG - 3' 24 A
4930463016Rik exon2 |5 - TGTGAAGATGGTTCCAGAGG - 3' 5'-CCTTTTCTTCCATCAGTCTGG - 3' 24 A
4930463016Rik exon3 |5 - GTCAGCCTGCAAGAAATCC - 3' 5'- AATGAGGGCAGTGCCTAAGAC - 3' 24 A
4930463016Rik exon 1/2 |5 - TTTGGTCCTTGTTCCCTTCA - 3' 5'- GCTCAGGCAGTTCTCATGGT - 3' 24C.D
4930463016Rik exon 2/3 |5 - GCTCCCAGACTGATGGAAGA - 3' 5'- CTGCTTGAGCATCTCCCTCT - 3' 24 C,D
4930463016Rik exon 3/4 |5' - CAAGCAGGCATGACGAATTA - 3' 5'- GCAAGATGGCTTCCTTTCTG - 3' 24 C,D
4930463016Rik X 5'- GCTTAGTCACCAGGGAGTGG - 3' 5'- TCAGAGCTAAGGGCTGGAAA - 3' 25
4930463016Rik Y 5'- CTCAAGGCAGGTTTGAGGAC - 3' 5'- ATACAGGGCGTGGAGAAATG - 3' 25
4930463016Rik Z 5'- GAGGCCTGTGACATTTGGTT - 3' 5'- TGGGCCGTTAGAGAAATCTG - 3' 25
4930463016Rik T 5'- CAGAAAGGAAGCCATCTTGC - 3' 5'- GATGGTGGTTGTTGTTGGTG - 3' 26
4930463016Rik W 5'- TAGCAAATTCCAGGCAATCC - 3' 5'- CCTCCCAGAATGCACTTGAT - 3' 26
4930463016Rik U 5'- GTCCTTGCCTGGGACAGTAA - 3' 5'- TGTGACTTCACGTGGTGGAT - 3' 26
gRNA22rev - 5'- GTCTATGGCAAGGAAGTCCGGCT - 3' 27
gRNA157rev - 5'- GTTAGAATATGACCGTTAGGG - 3' 27
gRNA16rev - 5'- GCTCTAGGATGGGATTAATTGTC - 3' 27
gRNA243fw 5'- GAGAGCTAACCTTATGAATG - 3' - 27
gRNA140fw 5'- GCCAGGTATGTGCTATTTGCT - 3' - 27
gRNA280rev - 5'- TTTCATGTACTCCCCGTGCA - 3' 27

Tableau 4 : Liste des oligonucléotides utilisés.

B.

Discussion :

L'analyse transcriptomique par RNAseq permettant d'effectuer une comparaison

d'expression entre testicules de 18,5jpp de souris WT et de souris Topazl"' a permis

de mettre en évidence 2294 génes différentiels dans nos conditions (pval<0,01 et

Log2FC+1). Parmi ces genes dérégulés, dans la, on trouve les génes maélstrom et

piwiL1 (aussi nommé Miwi chez la souris), qui sont situés, selon la répartition

ontogénique du logiciel Panther, dans la sous-catégorie "reproduction sexuée". Ces
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génes sont effectivement connus par avoir un réle fondamental dans les
spermatocytes de souris au cours de la méiose | (15).

De plus, parmi les génes différentiellement exprimés entre testicules de souris
Topaz1” versus souris WT, 28% sont des IncRNAs (ARN non codants longs). Parmi
eux, un IncRNA situé sur le chromosome 10 (IncRNA-Chr10). Cet ARN non codant
long est également retrouvé sous exprimé dans les KO Mov10L1, qui code pour une
RNA helicase essentielle pour la fertilité male chez la souris (44), ainsi que dans le
KO de Mybll , facteur de transcription indispensable a l'initiation de la production de
piRNA au stade pachyténe de méiose | (45) dans les spermatocytes de souris. Bien
que la suppression de l'expression de Topazl ne perturbe pas l'expression de
Mov10OL1l et de Mybll dans les testicules de souris a 18,5 jpp, l'absence des
protéines TOPAZ1, MYBL1 et MOV10L1 entraine une absence d'expression ou une

régulation négative de I'expression de INCRNA-Chr10 dans les testicules de souris.

Les IncRNA sont des ARN qui ne sont jamais traduits en protéines. Les longs ARN
non codants agissent a travers divers mécanismes pour réguler I'expression des

génes codants.

e |Is peuvent étre des compétiteurs (ou obstructeurs) de certaines protéines liant
des acides nucléiques. C'est le cas de certains IncRNAs qui empéchent la
fixation de DNMT1 (DNA méthyl transférase 1) sur(46). L'état de méthylation
d'une région cible d'ADN peut ainsi étre affecté, ce qui entraine, par exemple,
une activation de la transcription.

e lIs peuvent étre dégradés par certaines RNases (comme Dicer) pour produire
des petits ARNs non codants (microARNs). C'est le cas par exemple de H19
et de HongrES2(47,48).

e lIs peuvent renter en compétition avec des microARNs et ainsi protéger des

ARNmM de la dégradation par ces petits ARNSs...

La transcription des INncRNAs semble particulierement associée a des phénotypes
cellulaires et tissulaires complexes (cerveau, testicule) et plastiques (systéme
immunitaire, développement embryonnaire). Des études ont montré que, en général,
les IncRNAs pourraient jouer un réle important dans le développement testiculaire et

la spermatogenese (49). lls sont exprimés de facon équivalente sur les différents
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chromosomes de la souris (39). Cependant, peu de IncRNA ont un réle établi dans le

testicule.

Afin de découvrir le réle du IncRNA-Chr10, nous avons établi des lignées de souris
(C57BL6NRJ) dépourvues d'une partie (de I'exon 4) ou de toute la longueur du géne
du LncRNA-Chr10.

Les animaux mutants sont viables. La capacité de reproduction de chacune de ces
lignées ne semble pas étre perturbée par I'absence de soit 10Kb (stratégie 1), soit
1700 pb (stratégie 2). Aucune différence phénotypique notable n’a pu étre observée
entre les lignées de souris dépourvues de 10kb du LncRNA-Chr10, ou dépourvu de
'exon 4 du LncRNA-Chr10, par comparaison avec des souris sauvages du méme
fond génétique.

Aussi, le IncRNA ne semble pas étre indispensable a la spermatogénése murine (sa
suppression n'a pas d'effet sur la fertilité). Il est possible que la suppression du
INcRNA-Chr10 est déclenché un systéeme de compensation de fonction par d'autres
ARNs non codants longs. Il a récemment été montré que la suppression de certains
IncRNA, spécifiquement exprimés dans les testicules, est sans effet sur la fertilité
male (50). Cependant, le profil d'expression du IncRNA-Chrl0, la spécificité
testiculaire du INcRNA-Chr10 et son potentiel d'interaction avec la protéine TOPAZ1

en font un bon candidat pour la recherche des acteurs de la spermatogénése murine.
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V. Conclusions et perspectives :

Le géne Topaz1 est indispensable au bon déroulement de la spermatogenése
murine et plus particulierement joue un réle essentiel en fin de prophase et début de
meétaphase de la premiere division de méiose de cette spermatogenése. La
suppression de ce géne dans une lignée de souris entraine une stérilité male par

arrét de la spermatogenése avec blocage méiotique.

Au laboratoire, avant le début de ce dipldbme EPHE, toutes les différentes
étapes qui interviennent pendant la prophase | de méiose ont été comparées entre

+/+

testicules de souris Topaz1 et Topaz1"' (par des techniques de biologie
moléculaire, d'histologie, immunochimie...). En effet, pour beaucoup de génes ou la
délétion entraine une stérilité male murine, le point de blocage se situe plutét au
cours de la prophase I, voire méme au stade pachyténe. Ainsi I'appariement des
chromosomes (complexe synaptonémal), la formation de la vésicule sexuelle (au
niveau des chromosomes X et Y) et la répression des rétrotransposons ont été
vérifiés au laboratoire, et sont comparables a des testicules de souris sauvages (15).

. L'arrét de la

La prophase | semble évoluer normalement chez les souris Topaz1
spermatogenése se fait avant I'obtention des cellules germinales haploides (aucune

cellule haploide détectée dans les testicules de souris Topaz1 "').

Aussi, nous nous sommes donc intéressés a I'étape qui suit la prophase |, a
savoir la métaphase |. L'immunofluorescence réalisée sur des coupes de testicules
de souris mutées a montré un défaut de mise en place du réseau de microtubules.
Dans une cellule germinale normale, chaque paire de centrioles commence a se
déplacer a un péle de la cellule (pro-métaphase), formant ainsi, a la métaphase,
deux asters permettant la formation d'un fuseau de microtubules entre ces deux
extrémités. Dans les cellules germinales en meéiose | des testicules de souris
Topaz1”, le marquage immunologique de la tubuline-a montre un "hémi-fuseau" de
microtubules qui semble partir d’'un unique point central de la cellule, mis en
évidence par un marquage de la y-tubuline (révélateur du centre organisateur des

microtubules).
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Ces observations permettent d'émettre des hypothéses d'une mauvaise
duplication des centrioles, ou de non-séparation des centrioles ou encore une
mauvaise migration des centrioles aux pdles opposés de la cellule dus a I'absence

de Topaz1.

Ainsi TOPAZ1 semble indispensable a la mise en place du fuseau de
microtubules lors de la métaphase de méiose | de la spermatogenése murine. Ce
défaut, associé avec une persistance anormale de la triméthylation de la lysine 20 de
'histone H4, pourrait expliquer le défaut d’alignement des chromosomes sur la

-

plaque équatoriale des souris males Topaz1™ vu par histologie (7). De plus, Topaz1

n'est pas indispensable lors de la méiose femelle murine puisque les souris femelles

Topaz1™

sont fertiles. Ceci conforte le dogme selon lequel la formation du fuseau est
donc sexe-spécifique comme il a déja été montré chez la souris et d'autres espéces

(Drosophile, xénope) (51).

Par ailleurs, 'immunofluorescence a également permis d’observer un réseau
de microtubules normal dans des cellules au stade métaphase de mitose dans les
tubes séminiféres de souris Topaz1"'. La présence de Topaz1 ne semble donc pas
indispensable au bon déroulement de la mitose. En conséquence, il existe donc une
différence dans la dynamique du fuseau mitotique par rapport au fuseau méiotique.
Cette différence impliquerait Topaz1 seulement pour les cellules germinales en
meéiose | lors de la spermatogenése murine. De telles différences ont déja été
montrées, notamment chez la levure. Ainsi, lors de la mitose, les kinétochores
restent de part et d’autre des centroméres des chromosomes. Par contre au cours de
la méiose de levure, avant la séparation des chromosomes homologues, on observe
une rotation de 90° des kinétochores contrblée par une protéine spécifique
(monopolin) (52). On sait également que des protéines du kinétochore sont

spécifiques de la division méiotique, comme la protéine MEIKIN.

De plus, I'ensemble de ce travaill a montré que Topazl est un gene
indispensable a la spermatogenése chez la souris et qu'une régulation fine de
INcRNAs semble étre essentielle au cours de cette spermatogenése pour une
production adéquate des gameétes males. Contrairement aux petits ARN non
codants, il n'y a pas de familles protéiques spécifiques identifiées clairement dans le

processus de transcription des IncRNAs. Les LncRNAs présentent aussi une
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multitude de rbles de régulations moléculaires qui restent a élucider. Certains
IncRNAs pourraient étre impliqués dans la régulation de la spermatogenése comme
Mrhl (Meiotic Recombination hot spot locus). Le transcrit du IncRNA Mrhi,
monoexonique, se localise dans le noyau des spermatogonies (53). Mrhl régulerait la
spermatogenése selon deux meécanismes possibles: en inhibant la voie Wnt en
interaction avec p68 (54) ou en étant clivé par la protéine Drosha pour donner un
ARN intermédiaire qui pourrait interagir avec la chromatine (55). Cependant, dans
notre étude, nous avons démontré que, bien que le LncRNA-Chrl0 est trés
largement sous exprimé dans les testicules de souris Topazl”, il n’est pas
indispensable a la spermatogénése murine. Les ARN non codants longs étant
retrouvés en grande quantité dans les testicules (au moins chez la souris), on peut
émettre I'hnypothése qu'il y aurait une compensation d'effets et que la suppression
d'un seul INcCRNA est sans effet sur la fertilité des animaux. Le LncRNA-Chr10 aurait
des homologues de structure en acide nucléique et/ou en conformation spatiale,

leurs permettant d’assurer un réle potentiel dans la spermatogénése murine.

Prochainement, et afin de préciser la mécanique d’action de TOPAZ1 dans
I'établissement de la métaphase, nous souhaitons créer une lignée de souris
"TOPAZ1-FLAG" (avec introduction, dans une lignée de souris normale, d'une
étiquette FLAG juste avant le codon STOP, etiquette immuno-détectable). Ne
disposant toujours pas d'anticorps spécifique anti-TOPAZ1, cette lignée nous
permettra de localiser la protéine de fusion TOPAZ1-FLAG sur coupe ou étalement
chromosomique de testicule de souris, et, par ailleurs, de rechercher les partenaires
et cibles de TOPAZ1.

En effet, le géne Topazl posséde un site de liaison aux acides nucléiques en doigt
de zinc. Au laboratoire, nous venons de montrer que TOPAZ1 posséde aussi une
répétition de 7 domaines structuraux tétratricopeptides (TPR) dans la partie C-
terminal de la protéine TOPAZ1. Ces domaines sont connus pour permettre des
interactions protéine-protéine. Un complexe protéique: le complexe de promotion de
'anaphase (ACP), est composé d'un ensemble de protéines comportant des
domaines TPR. L’ACP active I'anaphase lorsque chacun des kinétochores des
chromosomes est attaché, par accrochage amphitélique, aux microtubules. Cette
activation va provoquer la neutralisation d’Aurora B, responsable de I'attachement
des microtubules kinétochoriens, et I'activation de CDC20. CDC20 lié a I'ACP va
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former un complexe protéique capable d’activer la séparase et permettre ainsi la

séparation des kinétochores freres d'ou I'étape d'anaphase.

C’est pour toutes ces raisons, que la génération de souris TOPAZ1-FLAG nous
permettra de rechercher les partenaires potentiels de TOPAZ1, comme par
immunoprécipitation (par des anticorps commerciaux spécifiques du FLAG). Ces
partenaires pourraient étre impliqués, notamment, dans la mise en place des

chromosomes sur le plan équatorial des plaques métaphasiques.
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Résumé :

Ce diplébme EPHE décrit le réle indispensable du géne Topazl dans la
spermatogenése murine. Ce géne, hautement conservé chez les vertébrés, est
spécifique des cellules germinales et posseéde deux domaines conservés: le motif en
doigt de zinc et PAZ. Le domaine PAZ est retrouvé dans les protéines PIWI
impliquées dans la voie des piRNAs. Afin d'étudier le réle de Topazl, nous avons
généré un modéle murin dépourvu de ce géne. L'absence de la protéine TOPAZ1 ne
perturbe ni le développement, ni la fertilité des souris hétérozygotes et des femelles
homozygotes. Par contre, les males Topazl” sont stériles di & un arrét de la
spermatogeneése lors de la premiére division méiotique. Ce blocage méiotique n’est
ni d0 a un défaut de formation du complexe synaptonémal, ni a une dérégulation de
l'inactivation transcriptionnelle des chromosomes sexuels, ou a une régulation de
I'expression des rétrotransposons. D'un point de vue histologique, les différences
observées entre les testicules de souris Topazl™ et Topaz** apparaissent entre 15
et 20 jours apres la naissance. Une absence de cellules germinales haploides et une
augmentation de I'apoptose sont détectées dans les testicules de souris Topazl"'.
C’est au stade métaphase | que ces différences phénotypiques deviennent visibles.
En effet, les spermatocytes | des testicules de souris Topazl™ sont bloqués en pro-
meétaphase |, et ne rentrent jamais en métaphase |. Ce blocage est corrélé a un
défaut de formation du réseau de microtubules et a une perturbation de la
triméthylation de la lysine 20 de 'histone H4 des centroméres des chromosomes en
pro-métaphase. Les testicules de ces souris Topazl”, comparés a ceux d'animaux
normaux, montrent des transcriptomes différents avec notamment une dérégulation
de I'expression de nombreux ARNs non codants longs. L'invalidation, par
CripsR/Cas9, d’un de ces longs ARNs non codants ne perturbe cependant pas la
spermatogénése des souris Topazl"'.

Cette étude a permis de démontrer que TOPAZ1 est indispensable a la
spermatogenése de souris. Une mutation dans le géne Topazl pourrait étre
impliquée dans des cas d’infertilités azoospermiques non obstructives chez 'Homme.
La poursuite de I'étude de Topazl pourrait permettre de caractériser de nouveaux
acteurs de la spermatogenése, notamment, des ARN non codants longs et/ou des
protéines nécessaires a la formation du fuseau de microtubules lors de la premiéere
étape de la méiose.
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