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Résumé en Francais :

Chez le poulet, le déterminisme du sexe est garétigZ/ZW) mais a la différence
des mammiferes le déterminant majeur du sexe rsaepaidentifie. Néanmoins, un certain
nombre d’acteurs moléculaires impliqués en avasdawlifférenciation du testicul®(RTL1,
AMH, SOX9...pu de I'ovaire(CYP19A1, FOXL2, RSPO1.ant été identifiesD’autre part,
le modele poulet présente deux particularités qu Ilasymétrie du développement ovarien
et la sensibilité aux stéroides donnant la pos&bidinversions du sexe par des hormones
exogenes. Par une analyse par PCR en temps réel/énndébit, nous avons identifié des
genes dont I'expression est sexuellement dimorghigtiou asymétrique au cours de la
différenciation gonadique. Parmi ces genes plusieauembres de la famille des bone
morphogenetic protein sont préférentiellement erps dans I'ovaire en comparaison au
testicule. L'étude des effets de BMP4 sur la celtorganotypique d’ovaires ou de testicules a
montré qu’il était un inhibiteur de la stéroidogemédasale et induite par la FSH et d’autre
part qu’il est un inhibiteur de I'expression de Wid. Résultats qui nous ont amené a émettre

I'hypothése que BMP4 était un facteur « anti-teséice ».

Mots clés: poulet, gonade, différenciation, gemBddP, stéroides.



Résumé en anglais:

In chicken, sex is determined by a ZZ/ZW sex chreomoe system, where the female
is heterogametic (ZW). However, the mechanism wewlin the sex determination is still
unknown. Several genes involved in testiculBMRTL AMH, SOX9..) or in ovarian
(CYP19A1 FOXL2 RSPOL..) differentiation have been identified. Furthersy gonadal
development in chicken embryos presents two pdatities which are the asymmetrical
ovarian development and the sensitivity to exogernmarmones leading to sex reversal. By
real-time PCR analysis, we have identified sevg@hes whose expression is sexually
dimorphic and/or asymmetric. In particularly, weosled that several members of bone
morphogenetic protein family are preferentially egsed in the ovary compared to the testis.
Using organotypic culture of embryonic ovaries éegtes, we showed that BMP4 inhibits the
basal and FSH induced steroidogenesis and is antorhof AMH mMRNA expression. These
findings lead us to propose that BMP4 is an “agsiitular” factor.

Key words: chicken, gonad, differentiation, geri&gP, steroids.
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Figure 1: Distribution phylogénétique du déterminisme du sre chez les vertébrégd’aprés Smith et al., 2004
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Figure 2: le déterminisme du sexe chez lwiseaux et les trois hypothéses envisagées

Hypothése 1 I'effet de dosag:
Hypothése 2 I'existence d’'un déterminant ovarien domin

Hypothese 3 un facteur porté par le chromosome W inhibe Itesgion d’'un facteL
testiculaire porté par le chromosom
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I- Le déterminisme du sexe chez les oiseaux

Le déterminisme du sexe chez les vertébrés préddfdeents mécanismes. Chez les
oiseaux comme chez les mammiferes, le détermindimsexe est génétique et est déterminé
au moment de la fécondation par la répartition dbsomosomes sexuels. Chez de
nombreuses especes de vertébrés inférieurs, lemigimme du sexe est génétigue mais le
phénotype de la gonade est influencé par des factewironnementaux (température, PH...)
ou des facteurs sociaux. De plus, chez toutesdpéces de crocodiliens et chez certaines
especes de tortues, il n'existe pas d’hétéromonpdisntre les chromosomes sexuels et seule
la température d’'incubation des ceufs va induiggh&notype gonadique (Pieau, 1996) (Figure
1).

Le poulet présente un systeme de chromosomes seXdéfW ou la femelle est
hétérogamétique ZW. Cependant contrairement auxmil@mes, ouSRY (Sex-determining
Region of Y chromosome) a été identifie comme dmdeterminant majeur du sexe (Sinclair
et al, 1990); I'existence d'un tel déterminant chez tmlpt n'a pas été prouvée et trois

hypothéses sont actuellement envisagées (Figure 2).

La premiere hypothése suppute I'existence d’unrdétant « male » porté par le
chromosome Z avec un effet de dosage dont la dadgie de ce gene, chez les individus
ZZ, induirait le développement du testicule. Cétgpothése a été envisagée car il était admis
gu’il n'existait pas de compensation de dosage dbsziseaux (Baverstoakt al, 1982).
Cependant de récentes études montrent que de nomipraes portés par le chromosome Z
présentent des niveaux d’expression similaires temsleux sexes (McQueen al, 2001).
Néanmoins, cette compensation de dosage n’estgmagléte puisque 300 génes ne seraient
pas « compenseés » et s’exprimeraient plus dansnadg male (McQueegt al, 2009). Si la
compensation de dosage chez les mammiféres sigdfqur I'inactivation d’'un des deux
chromosomes X, chez les oiseaux, la transcriptengg&nes a lieu indifféremment sur I'un ou
I'autre des chromosomes Z (Kurodial, 2001). Dés lors la compensation de dosage psur le
genes concernés impliguerait une régulation trgstgmmnelle ou post-transcriptionnelle
différentes entre les deux sexes (Ellegren, 200@canisme observé par exemple chez la
drosophile ou les genes du seul chromosome X femsdht transcrits de facon plus
importante que ceux des males (Maeh al, 2000). La seconde hypothése implique
l'existence d’'un déterminant dominant ovarien popér le chromosome W et dont

I'expression induirait le développement d’'un ovdiEdegren, 2000).



La troisieme hypothese est basée sur l'interaaties deux premiers phénomenes; il
existerait ainsi un géne porté par le chromosomguiinhiberait un ou des génes portés par
le chromosome Z, inhibant le développement dudeisti Thorne, 1995).

Chez les mammiféres, la mise en évidence que la geésence du chromosome Y
était suffisante pour induire la différenciatiostieulaire a été permise par I'étude des cas de
triploidies et d’aneuploidies (Sinclaet al, 1990). En effet, les individus porteurs d’'un
syndrome de Klinefelter (XXY) développent des gamadales tandis que les porteurs d’'un

syndrome de Turner (XO) présentent un développegmradique femelle.

Chez les oiseaux, aucun cas d'aneuploidie , supdétae, n'a été rapporté (Agate

al., 2003); ne permettant pas de confirmer que laepEssdu chromosome W soit nécessaire
et suffisante au développement ovarien. Néanmadirexiste des oiseaux triploides ZZW
(Thorneet al, 1997) qui sont intersexués au moment de I'éciggwésentant un testicule
droit et un ovotestis transitoire a gauche domblaposante ovarienne disparait a I'age adulte
(Lin et al, 1995). Ces individus seraient en faveur de I'ltlgpse de l'effet de dosage;
pourtant leur spermatogenése n'est pas complete awe meéiose et des spermatozoides
anormaux. De plus, la présence transitoire d'umapasante ovarienne suggere qu’il existe
un facteur porté par le chromosome W qui induidéeloppement ovarien mais qui est
insuffisant pour empécher I'action du ou des ggrmte(s) par les deux chromosomes Z (Lin
et al, 1995).

1- DMRT1 : un gene en faveur de I'effet de dosage ?

DMRT1(Doublesex and MAB-3-Related Transcription Fadfpest un géne porté par
le chromosome Z de poulet et qui fait partie ddalmille des facteurs de transcription a
domaine de liaison a 'ADN (DM) (Raymond et al.,989. L'expression préférentielle de ce
gene dans le testicule par rapport a I'ovaire déstervé chez de nombreuses espéces de
vertébrés dont les poissons, les reptiles, lesniset les mammiferes (Raymond et al., 1999;
Smith et al., 1999a; Kettlewell et al., 2000; Mdnab al., 2000; Shoemaker et al., 2007). En
effet, chez le poulet, DMRT1 n’est exprimé que d@nsysteme urogénital (gonades, canaux
de Miller) avec une expression plus élevée dangybemdes des individus ZZ avant et

pendant la différenciation gonadique (Raymond etl899; Smith et al., 1999a).

~11 ~
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Figure 3 : DMRT1 est un gene en faveur de l'effet de dose (d’aprés Smith et al.,2009).




Chez les embryons ZW (génétiguement femelle), iition par knock-down de la
faible expression de DMRT1 ne perturbe pas le d@paEment ovarien, confirmant que
comme chez le rat ou chez 'Homme, ce gene n'estipdispensable au développement
ovarien (Raymond et al., 2000; Smith et al., 20@Bajure 3).

2- HINTW : un gene candidat comme déterminant ovarien ?

Le chromosome W est un petit chromosome largemétdrdchromatique. Seuls
quelques genes ont été identifiés sur ce chromosbroes genes pour la plupart comportent
des homologues sur le chromosome Z. Le meilleue gamdidat egtINTW (Histidine triad
nucleotide binding protein) aussi connu sous le m@ASWou WPKCI (Hori et al, 2000;
O'Neill et al, 2000). Ce gene est présent en de nombreusess capide chromosome W
(Hori et al, 2000) et s’exprime largement dans de nombrewsudi®et notamment dans les
gonades (Horet al, 2000; O'Neillet al, 2000).HINTW coderait pour une forme aberrante
d’'une nucléotide-hydrolase de type 5’monophosphor@ase dont il manque le domaine
catalytigue tandis qu’'une forme fonctionnelle HINBt codée par un gene porté par le

chromosome Z.

Des expériencesn vitro ont montré que le produit de transcription HENTW
interférerait avec le fonctionnement de la formecfamnnelle (Pacet al, 2003). Néanmoins,
les expériences d’infections rétrovirales de bldstmes d’individus ZZ par le geméNTW,
ne modifie pas le développement testiculaire sweggégue ce gene n’'est pas un déterminant
ovarien dominant (Smitht al, 2009b).

De plus son influence sur l'initiation du développnt ovarien est compromise par
une expression précoce dans le systeme urogéoiiald) qui est trés antérieure au début de
la différenciation ovarienne (jour 6-6.5) (Hat al, 2000; Yamadat al, 2004). De surcroit,

il nNa pas été démontré que le transcrit du gBMETW aboutissait a la synthese d’une

protéine.
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Figure 4 : La région MHM limiterait I'expression de DMRT1 chez les individus ZW permettant le développemen
ovarien.




3- MHM : en faveur de lI'interaction des deux hypotheses ?

La région MHM (Male HyperMethylated) est une régibm 210 répétions en tandem
d’'une unité de séquence de 2.2 kb (Teranethial, 2001). Cette région située sur le
chromosome Z comporte des nucléotides CpG dontytesines sont hautement méthylées
sur les deux chromosomes males et plus faiblemeéthylées sur I'unique chromosome Z
femelle. Une étude sur des lignées de poulet idpk (Thorneet al, 1991; Thorneet al,
1997) montre que le degré de méthylation des ayssest aussi important chez les individus
ZZZ que chez les individus ZZ tandis que le degréartéthylation est aussi faible chez les
individus ZZW que chez les individus ZW; suggérgot le degré de méthylation dépend
plus de la présence du chromosome W que du nongbolrdmosomes Z (Teraniséi al,
2001).

Cette région lorsqu’elle est déméthylée (transicmptellement active), code pour des
ARNSs non codants qui chez la femelle s’accumuleptaximité du locudDMRT1 rendant
difficile I'expression de ce gene. A linverse, ehies méales ZZ, la région MHM n’est pas
transcrite, laissanDMRT1 s’exprimer et influer sur le développement tedéica. Cette
hypothése est confirmée par le fait que lors d'sumexpression de MHM chez les individus
ZZ, il y a une diminution des niveaux d’expressib® DMRTL1 (Yang et al, 2009). Ces
expériences supposeraient qu’il existe un facteupoRé par le chromosome W, qui
déméthylerait la région MHM et permettrait ainsi liimiter I'expression deDMRT1 et

empécherait le développement du testicule (Figure 4

4- Le modele poulet: 1a fin d'un paradigme ?

Selon le modele couramment admis, le déterminisungedte a lieu au cours de la vie
embryonnaire quand les facteurs génétigues ou@mementaux induisent la mise en place
de l'ovaire ou du testicule. Ces organes vont predles hormones qui induisent la
différenciation des caractéres sexuels secondainss que la mise en place du dimorphisme
des caracteres externes pour les especes qui santagt. Ainsi, I'action des chromosomes
sexuels n’interviendrait qu’'au niveau des gona@xEpendant, il existe des exceptions a ce
paradigme comme les marsupiaux. Chez ces mammifarégférenciation de la poche ou du
scrotum apparait avant le début de la différermmtgonadique et n’est donc pas la

conséquence de I'action des hormones gonadiques.

Cette différenciation est influencée par le nomies chromosomes X présents dans

les cellules: un seul chromosome induisant la wifféiation du scrotum tandis que deux
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chromosomes vont induire la différenciation dedahe (Oet al, 1988; Renfreet al, 1988).
Dans la nature, de fagon extrémement rare, il @xiis oiseaux gynandromorphes qui
présentent un coté «male » (masse musculaire affpéd, créte développée, éperons,
plumage de type male...) et un coté «femelle » Igaiimasse musculaire, petite créte,
plumage de type femelle...) (Hutt, 1949; Holland&73).

L’étude de trois cas de poulets gynandromorphesrand que les cellules somatiques
des différents tissus comportaient des celluleeZdes cellules ZW avec une prédominance
du type cellulaire correspondant au phénotype. iAdes crétes de type méale comporteront
plus de cellules ZZ que de cellules ZW (Zhetoal, 2010). A l'inverse, le phénotype des
gonades ne coincide pas systématiguement avec deopipe sexuel des caracteres
secondaires. Ainsi, les caracteres présentantraonrghisme sexuel se différencient selon la
composition de leurs types cellulaires et non auli¢e de I'action des hormones gonadiques
puisque les tissus des deux cotés de I'individu Boprégnés de facon similaire. Il semblerait
gue les cellules répondent differemment aux hormoselon les chromosomes sexuels

gu’elles comportent et auraient donc une idengtéislle intrinseque.

D’autre part, Zhaat al. ont réalisé des expériences de « chimeres » espteartant,

au jour 2 d’incubation, une région du mésodermendlonneur dans le mésoderme d’un
individu receveur. Lors des transferts entre irtilgi de méme sexe, les cellules du
« donneur » s’integrent parfaitement lors du dgwedmnent de la gonade; exprimant le
marqueur male qu’estAMH chez les individus ZZ e€YP19Alchez les individus ZW. A
l'opposé, lors de transfert du mésoderme ZW cheg ohelividus ZZ, les cellules

« donneuses » ne s'integrent pas lors du dévelopmerdes cordons testiculaires et
n’expriment pas AMH. De maniere similaire, lors de I'expérience réoture, les cellules du
donneur ZZ ne se sont pas intégrées aux strucexpemant CYP19A1.Ces résultats
renforcent 'hypothése de l'identité sexuelle pmprchaque cellule. Ces résultats s’'opposent
aux phénomenes observés chez les mammiféres oalleles XX deviennent des cellules de
Sertoli et les cellules XY deviennent des celldesgranulosa lorsqu’elles sont transplantées

dans une gonade du sexe opposeé (Burgeyaé 1988; Patelet al, 1991).
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Figure 5: la gonade indifférenciée (jour 3 a 6.5 d’'incubatn).

La gonade indifférenciée est composée d'un fin esoriet d'une médulla et

histologiquement similaire chez le méle et la fde
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Ainsi, chez le poulet, les cellules somatiques iantaune identité sexuelle autonome
qui s’exprime avant le début de la différenciatigpnadique. Cette identité sexuelle des
cellules somatiques pourrait s’exprimer précocerndans la créte urogénitale et déclencher la
cascade de genes propre a la différenciation dicuks ou de l'ovaire. D’autre part, si le
développement des caractéres a dimorphisme sexeeldé&oule indépendant du
développement gonadiques, il serait par la sufteencé par les hormones gonadiques (Zhao
et al, 2010). Ces récents travaux remettent en questiorcherche d’'un déterminant majeur
du sexe qui s’exprimerait spécifiguement dans lmage au moment du début de la

différenciation sexe-spécifique de la gonade.

Bien que l'existence d’'un déterminant majeur duesadai pas été élucidée chez le
poulet, plusieurs acteurs moléculaires ont ététifiem pour leur rle dans les deux étapes
majeurs de la différenciation gonadique : la preeiétape consistant en la mise en place
d’'une gonade bipotentielle similaire dans les deexes qui dans un second temps se

différencie en testicule ou en ovaire.
II-La gonade indifférenciée

1- La morphologie

Chez le poulet, le systéme génital se met en pacepaississement du mésoderme
intermédiaire autour de la région rénale, nomméem&syme néphrogéne. Les expériences de
chimeres poulet-caille ont montré que les celldesmésoderme intermédiaire (entre les
somites 18 et 21) sont les principales sourceselises gonadiques (Rodematral, 1986).
Ce mésenchyme néphrogéne s’élargit et pénétre ldacavité péritonéale (caelome) pour
former la créte néphrique séparée de I'épithélilsrlomique sous-jacent par une couche
discontinue de laminine 1 (Sekidd al, 2007). Cette créte néphrique participe a la rarse
place du meésonéphros puis du métanéphros. Au jodiinBubation (le développement
embryonnaire du poulet s’effectuant en 21 jours), @paississement a la surface ventro-
médiale du mésonéphros, apparait la gonade praifin est histologiqguement similaire dans
les deux sexes entre les jours 3 et 6.5. Elle@wtituée d’un fin épithélium (région corticale)
et d'une région sous-jacente, la médulla, qui emtides groupes dispersées de cellules
épithéliales séparées par des cellules mésenchyseateLe développement de la médulla se
réalise grace a la prolifération des cellules caléis qui pénétrent ensuite dans la région
interne de la gonade (Merchant-Larios, 1984; Rodeh886) (Figure 5).



Les précurseurs des cellules germinales primoslis¢et détectés tres précocement
dans I'ceuf fécondé au niveau de la zone centraltale pellucide (Kagamet al, 1995;
Kagamiet al, 1997b; Tagamet al, 1998; Nakamurat al, 2007; Yamamotet al, 2007) et
sont progressivement intégrées a I'hypoblaste (@@raet al, 1996). En effet parallelement
a la formation de la ligne primitive, les cellulgsrminales primordiales se trouvent dans la
région antérieur du croissant germinal (Ginshbetrgl, 1986). Au moment de la mise en place
du systéme vasculaire, les cellules germinalesqgrdiales pénetrent dans les vaisseaux par
lesquels elles vont rejoindre la créte gonadiqugiritoto et al, 1976; Nakamurat al, 1988;
Kuwanaet al, 1999). La colonisation des gonades au jour 3bpkis importante dans la
gonade gauche que dans la gonade droite des dees @éan Limborgh, 1968; Zaccaret
al., 1990); ceci constituant le signe précoce de ftadyie entre les deux gonades (cf. chapitre
V-1 p38).

Chez les mammiféres, la présence des cellules galesi est indispensable au
développement ovarien (McLaren, 1988) en bloquamémment la migration des cellules
mésonéphriques (Yaet al, 2003) qui sont indispensables a la formation deslons
testiculaires (Buehet al, 1993; Tilmannet al, 1999). Et, si ces cellules germinales ne sont
pas indispensables au développement du testicllds, garticipent a cette différenciation
(Adamset al, 2002). Chez le poulet, la différenciation de ¢made male et femelle se réalise
en absence des cellules germinales (McCaetegl, 1978, 1982). Ces cellules germinales
primordiales deviennent des ovogonies au jour 8cdbation dans I'ovaire (Swift, 1915) et
des spermatogonies au jour 13 dans les testichlet(1916).

A partir du jour 6.5-7, la gonade bipotentielle se différencier en testicule ou en
ovaire avec une difféerence majeure dans la zoneajproliférer (Romanoff, 1960; Stabt
al., 1973). Chez les individus ZZ, génétiqguement matezone meédullaire se développe avec
la différentiation des tubes séminiféres renfermastcellules germinales tandis que chez les
individus ZW, génétiqguement femelles, la zone calé va majoritairement se développer et

contenir les cellules germinales.

2- Les principaux genes impliqués

La mise en place de la gonade bipotentielle impligun grand nombre d’acteurs
moléculaires qui ont été identifiés chez les mararag et chez certaines espéces de poissons.
Mais dont seuls quelque uns des orthologues onétatiés chez le poulet et sont présentés

dans la partie qui suit.
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a- WT1

Le geneWT1 (Wilm’s tumour associated gene) est impliqué danmise en place de
la gonade primitive chez les mammiféres comme latred’invalidation de ce géne chez la
souris qui induit une absence de développemergalesdes et des surrénales (Hametes,
2001). Chez le poulet)vT1 est exprimé précocement (jour 4) dans I'épithélcomlomique,
dans le mésenchyme sous-jacent et au niveau detuses néphriques, zones qui constituent
la région présomptive de la gonade suggérant unseceation de son réle dans la mise en
place de la gonade primitive (Keet al, 1995; Orealet al, 2002). Apres le début de la
différenciation gonadique (jour 6.5-R)T1lest exprimé dans les gonades des deux sexes sans

dimorphisme sexuel d’expression apparent (Ogeal, 2002).

b- LHX9

LHX9 est un géne de la famille des geénes a homéoldesont I'invalidation chez
la souris conduit & une agénésie gonadique suifebgaence de migration des cellules
mésonéphriques (Birlet al, 2000). Chez le poulet, ce gene est exprimé daeszone
restreinte de I'épithélium ccelomique au jour 4 dibation marquant ainsi la zone
présomptive de la gonade puisque par la suite gmregsion est détectée uniquement dans les
régions corticales des gonades des deux sexed @rala 2002). Au moment de I'éclosion,
I'expression de ce gene est absente du testicst eetrouvée dans la couche de cellules qui
entourent les ovocytes (Orestlal, 1998; Mazaucbt al, 2002).

c- NR5A1

NR5A1, SF1(Steroidogenic Factor 1) o&d4BP code pour un récepteur nucléaire
orphelin identifié chez les mammiféres pour étre négulateur de I'expression des
cytochromes P450 impliqués dans la stéroidogéerndseobiashiet al, 1992; Hondeet al,
1993). D’autre part, ce gene est impliqué dansiteren place des organes stéroidogenes que
sont les glandes surrénales et les gonades commerige 'absence de ces organes suite a
invalidation de ce géne chez la souris (Lab al, 1994). Cependant, chez la souris, le
développement de I'ovaire semble se dérouler earalesde stéroidogénése suggérant que le
réle de SF1 est indépendant de son action regrdasur les enzymes de la stéroidogénese
(Grumbach, 1992).
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Figure 6 : la différenciation testiculaire.

A partir du jour 6.5 d’incubation, le testicule séveloppe par une proliférati
importante de la zone médullaire dans laquelle setnbuvés les tubes seéniferes (cellules
de Sertoli et cellules germinaleTandis que dns le compartiment interstitiel sont retrouv

les cellules de Leydig.
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Chez les mammiferes, SF1 est exprimé par les coétggnitales dans les deux sexes
puis son expression décline dans la gonade fentatldis qu’elle se maintient dans les
gonades males (lkead al, 1994).

Chez le poulet, I'orthologue d8F1 (Kudo et al, 1997) est exprimé dans la créte
urogénitale au jour 3.5-4.5 (Smidt al, 1999b; Oreakt al, 2002) mais son expression est
plus importante dans la région présomptive desdgiaisurrénales que dans celle des gonades
primitives (Orealet al, 2002). La région de [I'épithélium ccelomique exmmhLHX9
(marquant la zone présomptive de la gonade) cdntjgelques cellules exprimai8F1,
suggérant que comme chez la souHB9 serait nécessaire a la prolifération de la popriat
de cellules exprimarF1 (Birk et al, 2000). Au jour 5, les gonades indifférenciées dias<

sexes exprimerF1sans dimorphisme sexuel apparent (Oe¢all, 2002).

Apres I'éclosion,SF1est exprimé dans I'épithélium sertolien des test® ainsi que
dans les cellules des follicules qui se sont mispkxte au sein du cortex ovarien mais
également de maniere dispersée dans le cortexregidalla de I'ovaire (Oreatt al, 2002).

I11- Le développement testiculaire

1- La morphologie

Malgré une large variabilité dans le déterminisme sgxe chez les vertébreés, le
testicule adulte des différentes espéces est diendi@ par sa morphologie, son organisation
cellulaire ou encore sa physiologie. La différetiormde la gonade méle est marquée par le
développement de la zone médullaire et de ses @®rgoi vont progressivement donner les
tubes séminiféres. La zone corticale ne se dévelgas et sera composée d’'une couche
unique de cellules épithéliales. Les tubes sémisféont composés des cellules germinales et
de leurs cellules de soutien que sont les celldéeSertoli. Ces tubes sont entourés par une
couche de cellules péritubulaires myoides. LesuleslIstéroidiennes que sont les cellules de
Leydig, sont présentes dans l'interstitium entederdons le long de vaisseaux sanguins et
autres cellules conjonctives. De plus, le dévelopg@ testiculaire est marqué par le

développement d’'une albuginée qui entoure la goiéidere 6).

Chez le poulet, les premiers cordons médullairesnsttent en place de maniére
désorganisée a partir du jour 6 d’incubation quiiglenent parfaitement délimités par une

couche de laminine de type 1 aprés le jour 7.



Chez la souris, la migration des cellules de I/gitm ccelomique vers lintérieur de
la gonade participe a la différentiation du tedéc(Sekidoet al, 2007). Dans un premier
temps, la migration de ces cellules est indéperdduntsexe puis devient plus importante dans
la gonade male apres le début de I'expressioSBR¥(Karl et al, 1998). Une partie de ces
cellules vont devenir des cellules de Sertoli tamgie d’autres vont rester en dehors des tubes
séminiferes. Suite au déclin de I'expression de SRRYaminine de type 1 devient continue

empéchant deés lors la migration de ces cellules leegonade.

De facon similaire, chez le poulet, il est obsenré migration des cellules de
I'épithélium caelomique mais ces cellules n’expriteines marqueurs des cellules de Sertoli
(AMH, SOX9 ni le marqueur des cellules de LeyditSD3B) (Sekidoet al, 2007).

Chez les mammiféres, il existe également une niggrates cellules du mésonéphros
qui apparait apres le début de I'expression de fRi¢hret al, 1993; Martineawt al, 1997)
et qui vont contribuer a la différenciation desluek conjonctives myoides, des cellules
endothéliales et des cellules interstitielles contesecellules de Leydig (Merchant-Laries
al., 1998; Nishincet al, 2001).

Chez le poulet, le marquage des cellules du mésoog@u jour 3 est visible par la
suite au jour 8 dans les gonades des deux sexggramt que cette migration n’est pas male-
spécifique (Sekideat al, 2007). Cependant, la co-culture des gonades detpgour 6) avec
le mésonéphros de caille, montre que la migraties akllules mésonéphriques n’a lieu que
dans la gonade male (Smigh al, 2005). Ainsi, il pourrait y avoir deux salves hggration
des cellules du mésonéphros : une premiére quseas-indépendante et une seconde, plus
tardive, qui serait male-spécifique. Cependanttramement aux mammiféres, la migration
des cellules mésonéphriques n’est pas indispensabledéveloppement des cordons
testiculaires. En effet, I'inhibition de la voie dggnalisation des PDGF (Platelet derived
growth factor) impliquée dans la migration de cekutes, n’entraine pas de désorganisation
des cordons testiculaires chez le poulet (Smithl, 2005). En outre, le développement des
gonades des deux sexes se déroule correctemeatasiigblationin ovo du mésonéphros
(Merchant-Larios, 1984). Ces cellules issues duom&shros expriment les marqueurs des
cellules de Sertoli (AMH, SOX9) ainsi que le manquees cellules de Leydig (HSD3B1).
Ainsi, les cellules de Sertoli auraient une origdiéerente chez les mammiféres (épithélium

ccelomique) et chez le poulet (mésonéphros).
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Ainsi, malgré une origine différente, les celluked’origine des cellules de Sertoli
expriment au préalableSF1 dans ces deux espéeces suggérant une conserva®n d
mécanismes de différenciation (Sméthal, 1999a; Oreatt al, 2002; Sekideet al, 2007).

2- Les principaux genes impliqués

a- AMH

L’AMH (Anti-Mullerian Hormone) ou MIS (Mdllerian lhibiting Substance) est une
glycoprotéine de la famille des TGFTransforming Growth Factor Beta). Chez les
mammiféres, I'expression deAIMH apparait suite a I'expression du g&iYet au moment
ou l'expression de ce géne est a son maximum (Haekeal, 1995). Ce géne est
spécifiguement exprimé par les cellules de Sedblest impliqué dans la régression des
canaux de Mduller a l'origine du tractus génital i@ (Munsterberget al, 1991). D’autre
part, il influencerait également la fonction deutes de Leydig (Racinet al, 1998). Chez
les mammiféres, au cours du développement embryensaule la gonade male exprime
I'AMH; les cellules de granulosa exprime égalemeAMHM mais uniquement aprés la

naissance.

Chez le poulet, a la difference des mammiféresréascrits (Eusebet al, 1996) et la
protéine (Hutsoret al, 1981; Tenget al, 1987; di Clementet al, 1992) sont détectés au
cours de la différenciation dans les gonades das gexes. Ainsi, si I'expression deAMH
est gonade-spécifique, elle n'est pas sexe-spaeifiGette expression débute au méme stade,
au jour 4 (HH25), dans les gonades des deux sé&xss eetrouvée dans la région interne de la
gonade de maniere dispersée et est absente dbélgpon cortical(Oreaét al, 1998; Oreakt
al., 2002). Cependant, les cellules exprimaAMH sont plus nombreuses dans les gonades
males, signe précoce de dimorphisme sexuel, deus gvant le début de la différenciation
gonadique. De facon intéressante, il y a co-logaatin de I'expression deAMH et de
DMRT1 dans la gonade male suggérant la possibilité d'acgvation de IAMH par
DMRT1(Oreal et al, 2002). De méme au moment de I'éclosion, les ledlwexprimant
'AMH expriment également WT1 et GATA4 (Oreat al, 2002) qui sont des facteurs
agissant en synergie chez les mammiferes poureadavyromoteur de 'AMH (Nachtigadt
al., 1998; Tremblat al, 2001).

Chez la femelle, les cellules exprimamANMH sont dispersées dans la médulla et les
niveaux qui sont plus faibles que dans les gonawiges, sont similaires dans la gonade
gauche et la gonade droite (Orealal, 1998; Vaillantet al, 2001b; Oreakt al, 2002). Au



cours du développement ovarien, les cellules exgrirtiAMH se retrouvent dans la région
médullaire qui se situe sous le cortex (Eusetbal, 1996; Oreakt al, 2002). Il est supposé
gue le développement important du cortex joue U@ dans ce phénomene puisque dans la
gonade droite ou le cortex ne se développe pagréssion de AMH reste dispersée dans la
meédulla. Apres I'éclosion, les cellules follicukesr expriment AMH comme chez les
mammiféres (Oreadt al, 2002) mais cette expression est également peedans les cellules
interstitielles du cortex.

L’étude du promoteur deAMH de poulet montre la présence d’éléments de réponse
a SF1 NR5A), aux SOX et aux cestrogenes laissant supposetaguacteurs peuvent jouer
un réle dans la régulation de I'expression de ceeg@realet al, 1998). SF1 est un
régulateur de I'activité transcriptionnelle du pateur de IAMH des mammiférem vitro et
in vivo (Shenet al, 1994; Giuiliet al, 1997; Arangoet al, 1999). Néanmoins, au jour 5,
'expression de&SFIchez le poulet n'est pas restreinte aux cellulgsimant TAMH ni chez le
male ni chez la femelle (Oreat al, 2002) suggérant que SF1 n’est pas suffisant ipoluiire

cette expression.

De plus, 'augmentation de I'expression d&NH a partir du jour 7 chez le méale, se
fait en absence d’'une augmentation de I'expresd®I$F1 qui reste constante au cours du
développement testiculaire chez le poulet (Sreital, 1999b).

b- S0X9
SOX9est un géne autosomal chez les mammiféres et &Sigéne identifié en aval de
SRY dans la cascade de génes impliqués dans &atiffiation de la gonade male. Ce gene
est nécessaire et suffisant pour induire la difféiaion du testicule (Fostest al, 1994;
Wagneret al, 1994; Vidalet al, 2001). SOX9 active le promoteur d&MH in vitro (De
Santa Barbarat al, 1998) et in vivo (Aranget al, 1999).

Chez le poulet, I'expression d@OX9est observée dans le mésonéphros des deux
sexes et dans la gonade male. Aucune expressiendétectée dans la gonade femelle ainsi
contrairement a AMH ce géne est spécifique du testicule. Le débutederiession d&sOX9
est détecté au jour 6.5 et son expression augneentgdérablement dans la gonade male a
partir du jour 7 mais est postérieure au débutalgtession de 'AMH (Oreakt al, 2002).
Ainsi, chez le poulet, contrairement aux mammife@9X9 ne peut étre le déclencheur de
'expression de AMH d’autant plus que la gonade femelle exprin/eMH en absence de

SOX9 La présence des éléments de réponses aux SOehfmémns le promoteur dAMH
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(Eusebeet al, 1996; Takadat al, 2005) n’exclu pas que SOX9 puisse par la suitduien
I'expression de AMH car ceux sont les mémes cellules qui exprimentieag génes (Oreal
et al, 2002).

Par ailleurs, chez I'alligator américain (qui prétgeun déterminisme du sexe lié a la
température), I'expression &OX9apparait apres le début de I'expression A&IH, a la fin
de la période de sensibilité a la température saggegalement que SOX9 n’induit pas
'expression de AMH et a un rdle plus tardif dans le développemertictdaire (Westerret
al., 1999a, b). Dés lors, il semblerait que c’estitemahent au cours de I'évolution q&OX9

acquiert un réle précoce dans la cascade de gapligué dans la différentiation du testicule.

De plus la présence d’éléments de liaison aux doesaDM dans la promoteur de
SOX9 (présents egalement chez l'ornithorynque mais dbsbez la souris, 'Homme,
'opossum ou la grenouille) (Bagheri-Fagh al, 2010) et la diminution de son expression
suite a I'inhibition par Knock-down deMRT1suggérent que chez le poulet, I'expression de
SOX9puisse étre régulée pMRT1(Smithet al, 2009a).
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Figure 7 : le développement ovarier

A partir du jour 6.5, I'overe gauche se développe avec une prolifération irapte de
la région corticale (C) qui contit les cellules germinales (CG) tandis ga médulla (M)
comporte deslacunes (L). L'ovaire droit régresse progressivem en absence du
développement de son ¢ex. Dans cet ovaire droit, les cellules germinaest en régiol
sous corticale et sont apoptotiq!
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Le développement testiculaire chez le poulet estree chez les mammiferes marqué
par la mise en place des cordons médullaires adaedifférenciation des cellules de Sertoli.
Cependant de nombreuses différences conferent aélenpoulet sa singularité. Ainsi, les
cellules de Sertoli n'ont pas la méme origine daite que celles des mammiféres et le
mésonéphros n’est pas indispensable au développei®mém gonade male. D’autre part, chez
les mammiferes, le testicule comporte une artéstctdaire qui participerait a I'édification
des cordons séminiferes (Martineatial, 1997; Brennaret al, 2002) or ce vaisseau est
absent du testicule du poulet. De plus, malgréaileld nombre de génes identifiés comme
étant impligués dans la voie male chez le pougefait queSOX9ne soit pas en amont de
'expression de I'AMH renforce l'idée que le poulest un modeéle singulier dont I'étude
participe a la compréhension des mécanismes éfgotigtila différenciation testiculaire.

IV- Le développement ovarien

1- La morphologie

La différenciation de I'ovaire chez le poulet esrquée par un fort développement de
la région corticale (contenant les cellules germeis)a par prolifération des cellules
somatiques. Les cordons de la région médullaird poogressivement former des espaces
vides appelés vacuoles ou lacunes qui sont deepetitlles dans la zone sous-corticale et de
tailles plus importantes dans la région profonddadenédulla. L’épithélium qui forme les
vacuoles est fin et plat. Dans I'embryon de potéenbelle, seule la gonade gauche va se
développer completement afin de donner un ovaimetionnel. La gonade droite commence a
croitre et va progressivement régresser donnantissa rudimentaire qui 70 jours post-
éclosion ne sera pratiguement plus visible. La ri&dde la gonade droite pendant le
développement embryonnaire ressemble a celle dait®gauche, cependant il n’y a pas de
développement du cortex qui est remplacé par uréfithélium. De plus seul le canal de
Muller gauche se développe pour donner I'ovidudtesaque le droit régresse sauf dans sa
partie postérieure (Figure 7). La différenciati@yrmétrique des ovaires est développée dans
le chapitre V-1 p38.

2- L'entrée en méiose des cellules germinales
Chez les mammiferes, les cellules germinales g'parent dans la gonade male au
niveau des tubes séminiféres pendant la vie emhaym et vont subir de nombreuses

mitoses en restant au stade de spermatogonies (MglL2003).11 est supposé que cette mise



en quiescence des spermatogonies est assurée ganahémis par les cellules de Sertoli
(McLarenet al, 1997). Au contraire, les cellules germinales fiégsevont entrer en méiose
pendant la vie embryonnaire et s'arréter en praptaes la premiere division méiotique
correspondant au stade « ovocyte | ». Il est intznet de noter que les cellules germinales des
deux sexes peuvent entrer en méiose lorsqu’ellas @acées de maniére ectopique par
exemple dans les glandes surrénaliennes (Zamdiaal, 1983) ou lorsqu’elles sont placées
en culture (Chumat al, 2001). Il apparait donc que les cellules gernemantrent en meéiose

a partir du moment ou elles ne sont pas enfermaes ks cordons testiculaires. Soit ces
cellules sont soumises a un signal inhibiteur djge@ aux cellules de Sertoli, soit elles sont

soumises a un signal ovarien également présentiemasitres sites ectopiques.

Il a récemment été mis en évidence chez la souasq signal ovarien serait I'acide

rétinoique (Bowlegt al, 2006; Koubovaet al, 2006).

Chez le poulet, les cellules germinales ont un aitginel extra-gonadique et elles
vont migrer vers la gonade via le systéme circidatavec une plus forte colonisation a
gauche gqu’'a droite (Fujimotet al, 1976). Du jour 8 au jour 13, la forte prolifémati des
cellules somatiques et germinales dans la gonadell® contraste avec la faible activité
mitogéne des cellules dans la gonade male (Hudl883; Mendezet al, 2005). Dans le
cortex ovarien gauche, les cellules germinales émtndes nids dont les divisons sont
synchrones et visibles a partir de J10 avec unenaatation par 25 du nombre de cellules
germinales entre J9 et J17 (Hughes, 1963). Dagonade femelle droite, il 'y a pas de
développent du cortex, les cellules germinales wenmultiplier dans la région médullaire

sous jacente mais vont rapidement entrer en apoftdseshimeaet al, 1991).

Chez le poulet comme chez les mammiféres, lesleslyerminales entrent en méiose
chez la femelle pendant la vie embryonnaire (WylIE72; Civininiet al, 1986; Ukeshimat

al., 1991) entre J14 et J18 du développement embryenna
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Figure 8: I'entrée en méiose des cellules germinal

La gonade male (bleu) exprinCYP26Alet RALDH2I, sans mise en place de
méiose pendant le développement embryonnaire. Darare gauche (rose RALDH2 est
exprimé dans leortex en développement. L'expression CYP26Aldécline aprés le jou
10.5 et est exclu du cortex. Au jour 12.5, I'exgies deSTRA8augmente dans le cort
gauche. A partir du jour 15, il ya la synthése dMDpréalable a la méiose qui st
histologigiement visible aprés le jour 1



SCP3 (Synaptonemal complex 3) est un marqueuraleges germinales en méiose et
son expression chez le poulet débute au jour 1dub $étendre plus largement aux jours 16.5
et 17.5; indiquant que I'entrée en méiose chezoldgt n’est pas un événement synchrone
mais qui s’étend sur plusieurs jours (Hughes, 1968hdis que certaines cellules germinales
entrent en meéiose, d’autres peuvent poursuivres lenitoses jusqu’au stade J17 (Erickson,
1974). A la différence de la souris ou les divisionéiotiques débutent peu de temps apreés le
début de la différenciation des cellules somatiquebsz le poulet, I'entrée en méiose (jour

15.5) se produit bien aprés le début de la difféegion des cellules somatiques (jour 6.5).

STRAS8est un marqueur des cellules pré-meéiotiques ethest la souris nécessaire a la
synthése d’ADN préalable a 1§ division de la méiose (Baltwet al, 2006). L'expression de
STRAS8apparait a partir de J12.5 dans les cellules gales peuplant le cortex ovarien
gauche chez le poulet (Smitit al, 2008a), suggérant que comme chez les mammiféres
STRAS8serait nécessaire a I'entrée en méiose (Figurdl &st intéressant de noter que
'expression deSTRA8N’est pas retrouvée dans les gonades femellegegraohérent avec
'absence de cellules germinales en méiose dangaesdes. |l a été montré que l'acide
rétinoique synthétisé p&ALDH2 (Retinaldehyde dehydrogenase type 2) (Haselle¢ck,
1999) déclenchait I'entrée en méiose chez I'embiyersouris femelle et que la dégradation
par CYP26B1de 'acide rétinoique préviendrait de cette entnéenéiose dans les embryons
males (Bowlest al, 2006; Koubovat al, 2006).

RALDH2etCYP26B1sont également les enzymes majeures qui régagmbtuction
d’acide rétinoique chez le poulet (Berggedral, 1999; Swindellet al, 1999; Blenticet al,
2003). Ces deux enzymes sont exprimées de facomowuvtante dans le testicule
embryonnaire de poulet, ne permettant pas ainstuiaulation de I'acide rétinoique. Chez la
femelle, il y a une expression maintenueRid_DH2dans le cortex gauche et une diminution
a partir de jour 10.5 de I'expression Q¥P26B1c'est-a-dire avant et pendant I'expression de
STRA8(Smith et al, 2008a). Cependant, I'expression de RALDH2 appaatre le jour 8.5
et 10.5 dans le cortex ovarien gauche alors queABTiRapparait qu'au jour 12.5 laissant
supposer que l'activation par I'acide rétinoique SIERA8n’est pas directe (Smitbt al,
2008a). Une autre hypothése serait que l'acideaigfue synthétisé par le cortex est dirigé
vers la médulla ou est exprin@YP26Blet donc I'acide rétinoique ne s’accumule dans le
cortex qu’au moment ou I'enzyme de dégrada@P26Bldiminue c'est-a-dire aprés jour
12.5.
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3- Les principaux genes impliqués

a- DAX1
DAX1 (Dosage Sensitive Sex Reversal-Adrenal Hypopl@siagenita critical region
on the X chromosome, gene 1) NROB1lest un récepteur nucléaire orphelin dont le géhe e
porté par le chromosome X chez les mammiferes. &e @st connu chez les mammiféres
pour étre impliqué dans la mise en place des ganeiddes glandes surrénales (Muscagelli
al., 1994; Zanariat al, 1994).

Chez 'Homme, une duplication anormale de ce gehez les individus XY, entraine
une absence de développement testiculaire et weesion male-femelle (Bardoret al,
1994) suggérant qUeAX1 serait un déterminant ovarien. Néanmoins, cettergion du sexe
n’est complete qu’en présence d'un allele hypomigighde SRY indiquant que BIAX1 est

un facteur ovarien celui-ci n’est pas dominant (Bved al, 1996; Swairet al, 1998).

Chez la souris, I'expression d®AX1 est supérieure dans I'ovaire ou elle augmente
entre les jours 12.5 et 14.5 avant de diminuerisamge cette expression chez le male, décline
peu aprés le pic d’expression de SRY et augmemnigugeau dans les cellules interstitielles
entre les jours 13.5 et 17.5 (Swaihal, 1996). L'invalidation de ce gene chez les soMis
ne perturbe pas le développement de I'ovaire saggjéue ce facteur serait un facteur « anti-
testiculaire » plutét qu’un facteur promouvant é&veloppement de I'ovaire (Yet al, 1998).

De plus, l'invalidation de ce gene chez des soXi¥is entraine une perturbation du maintient
de I'épithélium germinal, de la spermatogénésdadwolifération des cellules péritubulaires
myoides ainsi que des perturbations de migratiale éormation des cellules de Leydig. Chez
ces souriDAXI", il y a une augmentation des niveaux@¥P19dans les cellules de Leydig.
Or chez les souris surexprimant lI'aromatase (ARQMes cellules de Leydig sont
hyperplasiques et il y a des anomalies des tubesnséres (Li et al, 2001). Donc
linvalidation de DAX1 entrainerait une augmentation de synthese dentai@se rendant
hyperplasiques les cellules de Leydig qui sont deanéale le site majeur de I'expression de
DAX1 (lkedaet al, 1996; Majdicet al, 1996; Swairet al, 1996). Les effets de DAX1 sur les
cellules de Leydig pourraient également intervesdr une régulation de la stéroidogénese
puisque DAX1 est inhibiteur des effets de SF1 saxkpression des enzymes de la
stéroidogénése: STAR, HSD3B1, CYP11, CYP17 et CY(P&®keret al, 1997; Sandhofét
al., 1998; Lalliet al, 2003).



Afin de concilier les expériences dinvalidation @AX1 et les expériences de
surexpression de ce gene, il est envisagé que Dgexdit soumis a un effet de dosage et
agirait avec une fenétre temporelle précise. Aselipn la dose et le moment de I'expression,

il favoriserait le développement testiculaire oaeen (Ludbrooket al, 2004).

Chez le pouletDAX1 est localisé sur le bras long du chromosome lest donc pas
lié aux chromosomes sexuels (Sméhal, 2000). Ce geéne est exprimé dans les gonades
indifférenciées des deux sexes aux jour 5.5-6.5it(Sat al, 2000). Son expression étant,
comme chez les mammiferes, plus importante dagsriade femelle. L’'expression de DAX1
augmente dans les deux sexes au cours du déveleppgonadique mais apres le jour 8.5
'expression décline dans la gonade male (Smeithal, 2000) ; profils similaires a ceux
observé chez les mammiféres (Swainal, 1996). DAX1 pourrait jouer un réle dans la
régulation de la stéroidogénese qui est plus irmptetdans 'ovaire (Guichamt al, 1979;
Smith et al, 2000). D’autre part, il pourrait limiter I'expresn de IAMH dans les gonades
femelles car chez les mammiféres DAX1 limite lefetsf synergiques de SF1 et WT1 sur

I'activité du promoteur de AMH (Tremblayet al, 2001)

b- CYP19A1

Le geneCYP19Alcode pour 'aromatase, enzyme terminale de ladeisynthese des
cestrogéenes. Son expression dans la gonade femelieide avec le début de la
différenciation gonadique (jour 5-6) alors qu’'edist absente dans la gonade male (Yossida
al., 1996; Andrewset al, 1997; Nakabayaslgt al, 1998; Nishikimiet al, 2000; Kamataet
al., 2004). Ce gene s’exprime dans la médulla deses/gauches et droits. L'cestradiol est
détecté chez la femelle par dosage radio-immunglegides le jour 7.5 (Guichaet al,
1973; Guicharcet al, 1977a; Guicharet al, 1977b; Tenget al, 1977; Guicharakt al, 1979;
Scheibet al, 1981) et sa synthése est indispensable au d¢estognt du cortex qui est la
caractéristique du développement ovarien (Sch&83)L L'implication des stéroides dans le

développement de la gonade est développée dahapére V-2 p42.

c- FOXL2
Le geneFOXL2 (Forkhead Box L2) est un gene impliqué dans lesisgmes humains
BPES (Blepharophimosis-Ptosis-Epicanthus-invergugl®me) qui se caractérisent par des
anomalies dans la formation des paupiéres assoda&fes certains cas a des insuffisances

ovariennes précoces (Crispatial, 2001).
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De facon similaire, chez la souris linvalidationl'@atat homozygote de ce geéne
entraine également une insuffisance ovarienne pee¢®chmidtet al, 2004). D’autre part,
chez la chevre, il existe des cas d'inversionsake XX: femelle> male qui sont liés a des
mutations de la région PIS (Polled Intersex Syndrpntette mutation entrainant une
diminution de I'expression d&OXL2 (Pailhoux et al, 2001). Chez les chévres PIS
I'expression dd-OXL2 décline au jour 36 de gestation et est accompadin@e diminution
de I'expression d€YP19codant pour I'aromatase (Pailhoeial, 2002).

L’expression deFOXL2 présente un profil femelle-spécifigue chez de neaub
vertébrés: la souris (Pannetiet al, 2005); I'humain (Cocquett al, 2002), le poulet
(Govorounet al, 2004), les tortues (Lofflezt al, 2003) ou encore les poissons (Baebral,
2004; Wanget al, 2004).FOXL2 est un activateur de la transcription @¢P19Aldans les
cellules de granulosa adultes de brebis, (Pannstial, 2006) et de facon similaire chez le
poisson tilapia (Wangt al, 2007). De méme, il est activateur de la transonpdu récepteur
au GNRH (Gonadotropin releasing Hormone) dans bpyyyse (Ellsworthet al, 2003)
tandis qu’il est répresseur de la transcriptiorgdneSTARdans l'ovaire adulte (Pisarsls
al., 2004).

Au cours du développement gonadique embryonnaee EhpouletFOXL2 présente
une expression sexuellement dimorphique. En dfetanscrit du géne est détecté dans les
gonades des le jour 5 avec une expression 10 afd80plus élevée chez la femelle
(Govorounet al, 2004). Par hybridatiom situ, les ARNm deFOXL2 ne sont pas détectés
chez le male avant, pendant ou aprés le début diéféaenciation gonadique (Hudse al,
2005). La protéine FOXL2 est détectée a partirau j dans la médulla de I'ovaire qui est
egalement le lieu d’expression de I'aromatase (Gmwoet al, 2004) suggérant ainsi que
comme dans les cellules de granulosa de bré&l@sL2 pourrait étre un activateur de la
transcription du gen€YP19A1 Cependant, dans les ovaires embryonnaires des;heutes
les cellules exprimarfOXL2 n’expriment pas touteSYP19indiquant que FOXL2 n’est pas
suffisant pour induire I'expression de l'aromatg&annetieret al, 2006). De plus dans
'ovaire de poulet post-éclosiorsOXL2 est exprimé majoritairement par les cellules de
granulosa et faiblement par les cellules de la ubéfovorounet al, 2004) tandis que
CYP19Alest exprimée par les cellules de la theque dan®licules en formation (Oreait
al., 2002) et dans les cellules de la theque exteans tks follicules en croissance (K&to
al., 1995). Ainsi, FOXL2 pourrait réguler la transt¢cigm de CYP19Al1 dans l'ovaire



embryonnaire mais il ne serait pas indispensalllexaression deCYP19Aldans l'ovaire

adulte.

Aprées inhibition de la syntheése des cestrogenesipanhibiteur de I'aromatase dans
les gonades embryonnaires, il est observé une dirnimde I'expression de FOXL2 (Hudson
et al, 2005) suggérant une régulation par les cestrogenesne régulation indirecte par
DMRT1ou SOX9dont I'expression augmente apres I'inhibition deynthése des cestrogénes
(Smithet al, 2003). D’autre part, le knock-down B&IRT1chez les individus ZZ induit une
forte augmentation de I'expression @&¥P19Alet deFOXL2 (Smith et al, 2009a). Ainsi
DMRT1 inhiberait I'expression de l'aromatase dares Igonades ZZ permettant un
développement du testicule et cette inhibition paitirpasser par une inhibition de
I'expression deFOXL2 sauf si celle-ci est la conséquence de la diminuties cestrogenes
(Hudsonet al, 2005).

d- NR5A1

Le promoteur d&CYP19Alde poulet comporte des éléments de réponse akifeb (
et al, 1997) suggérant que comme chez les mammiferep&ktait réguler I'expression de
ce gene (Fitzpatricket al, 1993; Lynchet al, 1993). De facon cohérente avec cette
hypothése, I'expression d&F1augmente aprés le jour 7 dans la gonade femellgodket
tandis que son expression reste modérée dans Edganale (Smitket al, 1999b). Mais
néanmoins SF1 n’est pas suffisant pour induirepfegsion deCYP19Alcar son expression
débute 3 jours avant celui du géne codant pouwrfiatase (Smitlet al, 1999b). D’autre part,
au jour 14 d’incubationSF1est exprimé dans la médulla de I'ovaire dans lmenégion que
celle ou s’exprime AMH et CYP19A1mais également dans la région profonde de la rf@édul
ou l'expression de ces deux genes est faible, sagg@ue SF1 n’est pas suffisant pour
induire ni I'expression deAMH ni celle deCYP19A1(Orealet al, 2002). De fagon similaire
au poulet, chez l'alligator américain ou le déterisine du sexe est induit par la température,
SF1 est plus exprimé dans l'ovaire au cours de laopéride sensibilité a la température
(Westernet al, 2000). Cependant chez I'espéce de tottaehemys scriptaSF1 est plus
exprimé dans le testicule (Flemirg al, 1999) or dans ces espéces comme chez le poulet
l'activité stéroidienne est plus importante darwvdire. Dés lors, le role de SF1 dans la
différenciation des gonades des vertébrés inférielest pas completement élucidé et ne
semble pas se restreindre a une régulation déraidbgénese (Westeen al, 2001).
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e- RSPO1
RSPO1lest un gene codant pour la protéine R-spondinlagtive les récepteurs
FZD/LRP (Frizzled/LDL receptor related protein) (Naet al, 2006). La liaison a ces
récepteurs entrainant I'accumulation cytoplasmigles -caténines ou leur translocation

nucléaire afin d’activer la transcription de génddes (Kimet al, 2006).

La mutation de ce géne est responsable chez I'muehaicas d’inversion du sexe
46XX: femelle en méale (Parmet al, 2006). En effet, chez ces individus XX, la gonade
différencie en testicule en absence de SRY, suggérarble important de RSPO1 dans le
développement de l'ovaire.

De plus, l'invalidation de ce géne chez la sounisaéne le développement de gonades
masculinisées avec une déplétion en cellules getesnet des défauts de méiose, une
vascularisation proche de la vascularisation maésifique ainsi qu’une production de
testostérone (Chassat al, 2008b; Tomizukaet al, 2008). La déplétion en cellules
germinales est visible a partir du jour 14.5; cejaen I'invalidation du géne n’affecte pas la
voie de l'acide rétinoique suggérant que RSPOlaagiur la méiose par une autre voie (cf.
chapitre IV-2 p28). Il a été observé chez ces sdRBPOT une augmentation des jonctions
adhérentes entre les cellules germinales (Chastsal, 2008a) or lors de la méiose les
cellules germinales des gonades XX présentent im@uwtion de ces jonctions (Di Carlket
al., 2000) suggérant que RSPOL interviendrait damédalation de ces jonctions adhérentes

lors de I'entrée en méiose.

Une autre voie d’action de RSPOL1 est I'activatien’dxpression d&/NT4comme le
suggere la diminution des niveaux d’expression @l@éne suite a l'invalidation d@SPO1
(Chassott al, 2008b). La voie des WNT comme RSPOL utilise éegpteurs FZD/LRP (He
et al, 2004). Cependant, si RSPOL1 active la transcripli® ce géne, il a des effets propres
puisque les phénotypes observés lors de l'invatidadle RSPO1 sont plus sévéres que ceux
observés lors de l'invalidation #&NT4(Chassoet al, 2008a).

Cette expression plus importante dans I'ovaireetefun mécanisme conservé au cours
de I'évolution et ceux quelque soit le type de détrisme du sexe. En effd@SPOlest plus
exprimé dans l'ovaire chez le poisson-zébre(Zhanhgl, 2010); chez la tortuerachemys
scripta(RSPO1 augmentant aux températures promouvagvkdappement femelle); chez le
poulet (Smithet al, 2008b) ou encore chez la chévre (Koeteal, 2008).



Ainsi, chez le poulet, ce gene est surexprimé tlagenade femelle trés précocement
des le jour 4.5 et ce dimorphisme sexuel d’expoesdevient tres important au jour 8.5. Cette
protéine a une localisation dans la région comia@li est le siege du développement des
cellules somatiques pré-folliculaires et des ceiuderminales (Smitét al, 2008b) suggérant

gue chez le poulet RSPO1 pourrait étre impliquésdamégulation des méioses.

De plus, aprés l'injection d’un inhibiteur de I'anatase au jour 3, on observe une
diminution de I'expression d@SPO1supposant une régulation de ce géne par les @sasg
Cependant cette absence d’expression de RSPO1épalgment étre la conséquence de
'absence de développement de la région corticaike s 'absence d’cestrogenes (Sneth
al., 2008b). Il est intéressant de noter qu’il y a absence d’expression &sPO1dans les

gonades droites qui régressent.

f- WNT4

WNT4(Wingless-type MMTYV integration site family) esteiprotéine de signalisation
qui est impliquée chez les mammiferes dans la enisglace du systeme rénal et des gonades
(Bernardet al, 2007). En effet, I'invalidation de ce gene chazburis entraine la mort peu
apres la naissance suite a une insuffisance r¢8tdeket al, 1994). qui est liée a un défaut
dans la difféerentiation des cellules mésenchymateusn cellules épithéliales, étape
indispensable a la formation des tubules rénauxsp@t et al, 1998). D’autre part,
linvalidation de ce gene chez les souris XX, €imgala masculinisation des gonades
(vascularisation caractéristique du développenesticulaire, sécrétion de testostérone, perte
des ovocytes) s’accompagnant d’'un développementatial de Wolf et une absence des
canaux de Miuller (Vainiet al, 1999; Jeays-Waret al, 2003; Heikkilaet al, 2005). Comme
mentionné précédemment, I'expression de WNT4 agtléé par RSPO1 (Chasset al,
2008a; Tomizukaet al, 2008) dans les gonades XX tandis que SOX9 intétée expression
dans les gonades XY (Qet al, 2005).

Chez le pouletWNT4est exprimé au jour 4 d’'incubation dans le mésbrepdes
deux sexes sans dimorphisme apparent (Quteal, 2002) puis au jour 6.5, I'expression est
retrouvée dans les gonades avec des niveaux sasilantre les deux sexes (Smhal,
2008b). A partir du jour 8.5, cette expression dime dans le testicule alors qu’elle se
maintient dans I'ovaire en différentiation (Smahal, 2008b). D’autre part, au jour 7 post-
eclosion, I'expression dé&/NT4 et retrouvée dans les cellules folliculaires cxamies ainsi

gue dans certains ovocytes (Oregal, 2002).
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Ainsi, chez le pouletWNT4 est comme chez les mammiferes plus exprimé dans
l'ovaire en différentiation; néanmoins sa fonctidifférerait de celle observée chez les
mammiféres puisque chez le poulet, il n’y a pasnike en place d’une vascularisation méale-

spécifique.

Contrairement au testicule, l'ovaire embryonnaire gdoulet ne présente pas
d’organisation cellulaire particuliéere, notammerdr cla mise en place des follicules
primordiaux n’a lieu qu’'apres I'éclosion. Cependacbmme chez les mammiferes, les
cellules germinales débutent leur méiose pendavielembryonnaire. Si les genes impliqués
dans la mise en place de I'ovaire des mammifersdblent également jouer un réle dans la
différentiation de la gonade femelle chez les psulde nombreuses questions restent a
élucider sur la cascade des genes responsablagid&tenciation ovarienne et notamment le
ou les genes impliqués dans la régulation de lesgion dd=OXL2 et deCYP19A1 D’autre
part, la différenciation ovarienne chez le pouletspnte des particularités fondamentales
comme le développement asymétrique de la gonadehgaet une grande sensibilité aux

stéroides; points qui seront développés dans lgitchauivant.

V- Les particularités du modele poulet

1- L’asymétrie ovarienne

Contrairement aux mammiféres ou le développemengdeades est bilatéral, chez le
poulet le développement de l'ovaire est asymetriduee développement asymétrique des
gonades est également observé chez certainessspgeeertébrés inférieurs comme certains
coléopteres, nématodes ou crustacés (Rebetehj 2000; Siddall, 2004; Wilet al, 2005).
Ces especes présentent une monorchidie avec ldopgpement d'un seul testicule. De
maniere similaire aux mammiféres, chez les oiselgxgonades des individus males (ZZ) se
développent bilatéralement pour donner deux tdsS8clA I'inverse, chez la femelle (ZW)
seul le cortex de la gonade gauche se développedafiformer un ovaire fonctionnel. De
méme, seul le canal de Miller gauche se développegonner I'oviducte alors que le droit

régresse ne subsistant que dans sa partie posterieu
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Figure 9: La mise en place de I'asymétrie d’aprés (Ishimaret al., 2008’

PITX2 est exprimé par le cortex gauche des gonadeslel@x sext. L’expression de
ce géene entraeé la diminution de la synthése de I'acide rétinei¢gAR) grace a I'expressic
de I'enzyme de dégradation qu’'est CYP26A1 et arardition de I'expression déenzyme
de synthese qu’est RALDH2. L'absence d’acide rétjne permet la stimulation de
prolifération cellulaire du cortex via I'action @&F1 et de la cycline D1. La deuxieme ph
du processus est spécifique de la femelle ou lamistr (E2) va stimler la prolifération du

cortex via son récepteur (ESR1) qui n’est exprime par le cortex gaucl
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Au cours du développement embryonnaire, I'ovai@tdrommence a croitre et atteint
sa taille maximale entre les jours 10 et 12 diratidn (Tenget al, 1977). Mais sans
développement de la partie corticale, cet ovait dra régresser pour ne laissar,fine,

gu’un tissu rudimentaire qui n’est quasiment plissole aprés 70 jours de vie post-éclosion.

Dans I'établissement de I'asymétrie, il faut digtier deux phases: la premiere étant
indépendante du sexe génétique et se met en plaod le début de la différenciation
histologique de la gonade tandis que la deuxienasglkst spécifique du sexe et ne concerne
gue les femelles.

Dans la premiere phase d'établissement de I'asyenétu jour 6.5, au moment du
début de la différenciation histologique de la gimae nombre de cellules somatiques du
cortex gauche est multiplié par 2 tandis que le mende cellules du cortex droit n’est pas
modifié (Ishimaruet al, 2008). Dans le méme temps, le nombre de celtidda médulla est
multiplié par 4 et ce aussi bien a gauche qu’atélrdii est a noter que cette asymétrie dans la
prolifération cellulaire est alors observée darssdenades méles comme dans les gonades

femelles.

Il a été recemment montré gB€rX2 un membre de la famille de génes a homéoboite
de type bicoid (Gaget al, 1999), a une expression plus importante danertexcgauche des
gonades méales et femelles (Guielial, 2007; Ishimartet al, 2008) (Figure 9). Ce géne est
impliqué dans le développement du cortex gauchsgpei sa surexpression dans la gonade
droite entraine le développement du cortex (Gaibél, 2007; Ishimarwet al, 2008). D’autre
part, il a été montré que PITX2 entrainait la dintion de I'expression d&RALDH2
('enzyme de synthése de I'acide rétinoique) quipdysiologiqguement plus exprimé dans la
gonade droite par rapport a la gonade gauche. Deent&YP26A1 (enzyme de dégradation
de I'acide rétinoique) est plus exprimé dans leéesogauche. Ainsi, il y aurait une production
d’acide rétinoique plus importante par le cortegitdque par le cortex gauche ou elle serait
limitée par I'expression dBITX2 L’acide rétinoique produit dans le cortex draiterait
'expression deSF1qui serait stimulateur de I'expression de la ey&lD1, facteur qui régule
le cycle cellulaire et qui est impliqué dans laliiécation cellulaire. Dans le cortex gauche, en
absence de l'acide rétinoique, PITX2 entraine IFegpion deSF1 et donc la prolifération

cellulaire (Ishimarwet al, 2008).

De plus, chez la souris, il a été montré que PlTpivait directement activer
'expression deSF1 (Kioussi et al, 2002; Zhuet al, 2004); des lors PITX2 pourrait



egalement activer la transcription 881 de maniere directe dans le cortex gauche (Ishimaru
et al, 2008).

La deuxieme phase d’'établissement de I'asymétri@igme les acestrogenes produits
par les gonades femelles. En effet, le réceptgraahux cestrogenes (ESR1) est exprimé par
le cortex gauche des deux sexes (Andretval, 1997) (Smithet al, 1997; Guioliet al,
2007). L'expression d&SR1dans les cortex droits est inhibée par I'acidenogue tandis
gu’'a gauche, en absence d’acide rétinoique, lptégeest exprimé. Les cestrogenes produits
par la gonade femelle vont stimuler la prolifératau cortex via ce récepteur. Dans la gonade
droite, en absence de récepteur et malgré le tedllg exprime également I'aromatase et
produit donc des cestrogénes (Villalparedal, 2000; Vaillantet al, 2003), ces derniers ne

pourront agir et le cortex ne va pas proliférer.

D’autre part, le récepteur aux cestrogenes estglpameé dans le canal de Miiller
gauche que dans la canal de Muller droit (Maclangdl al, 1983). Ainsi, les cestrogenes
protégeraient de I'action de 'AMH sur le canal Maller gauche qui se maintient tandis que
la sensibilité moindre aux cestrogenes du canat deoprotege pas de I'action de 'AMH et
va régresser (Hutsaat al, 1982; Newbolcet al, 1984; Doiet al, 1988).

Chez le méle, en absence d’'cestrogenes, le cortehgan’est pas stimulé et les deux
cortex demeureront rudimentaires expliquant quegrddliexpression asymétrique des genes

de facon similaire a celle de la femelle, I'asyneétreste silencieuse et les gonades se

développent bilatéralement.

D’autres génes présentent une expression asynetrgns les gonades au cours du
développement embryonnaire mais leurs implicatidass I'établissement de lI'asymétrie
restent inconnues. AiNsSQVEXZ, un rétrovirus endogéne, est exprimé dans le xates
gonades gauches au stade indifférencié (jour &latdans les deux sexes. Aprés le début de
la différenciation gonadique (jour 6), I'expressiest plus importante dans la gonade femelle
gue dans la gonade male. Et cette expression estiplportante dans la gonade femelle
gauche que dans la gonade droite. De plus, I'exmeschez le méale est transitoire, car elle

est présente au jour 8 mais a disparue au jouCagd€-Eusebet al, 2009).

BMP7 (Bone Morphogenetic Protein) présente égalementpuaiil d’expression
différent entre les gonades gauches et droB&4P7 est exprimé tres précocement dans la

région présomptive de la gonade au jour 4.5 et amecexpression faible qui n’est visible que
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du coté gauche. Au cours du développement gonadi@)el’expression dBMP7 n’est plus
détectée dans la gonade méle et n'est détectéalangela médulla de la gonade gauche
femelle (Hoshineet al, 2005).

2- La sensibilité aux stéroides

a- La production de stéroides
Le développement gonadique chez les vertébrésignfér est influencable par les
stéroides. Cette sensibilité n’est pas observée d¢be mammiféres euthériens ou le
développement embryonnaire se déroule au seinutirus qui est baigné par les hormones

maternelles.

La souris est un cas particulier car les ovairebrgannaires ne présentent pas de
stéroidogénése active. Néanmoins, l'invalidatios gdénes codant pour les récepteurs aux
cestrogenes et (ERKO) (Couseet al, 1999; Dupontt al, 2000) ou du gene codant pour
laromatase (ARKO) (Brittet al, 2001) entraine, 6 semaines aprés la naissance, la
différenciation de tubes séminiféres, de cellulesSertoli et de cellules de Leydig chez les
individus XX (Britt et al, 2003). Ainsi les cestrogénes interviendrait dansaintient a I'état

différencié des cellules somatiques de I'ovaire.

Chez les autres mammiferes euthériens, la produd#s stéroides et en particulier
des cestrogenes a lieu dans I'ovaire embryonnaidélaite entre le moment du début de la
différenciation ovarienne et le moment des premid@li@isions méiotiques (Maulecet al,
1977; Payeret al, 1996; Quirkeet al, 2001). De méme chez le poulet la production de

stéroides est fondamentale pour la différenciad®fiovaire.

La production de stéroides par la gonade embryomdai poulet est trés précoce et est
déja présente au début de la différenciation fogique de la gonade (J6-6.5). Les gonades
des deux sexes produisent de la progestérone (@é)l@ testostérone (T4) (Gadli al, 1972;
Galli et al, 1973; Guichardet al, 1973; Guichardet al, 1977a; Guicharcet al, 1977b;
Guichardet al, 1979) tandis que la production d'cestradiol (E&snhréalisée que par la
gonade femelle (Weniget al, 1971).
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Figure 10: Les voies de synthése des stéroic(d’'aprés Bruggeman et al., 2002).

La conversion du cholestérol en stéroides impliglwsieurs enzymes. La premie
étape implique la P450 siddain cleavage codée par le ged€P11A et qui permet la
synthése de prégnéenolone. L'action de B-stéroidedéshydrogénase codear le géne
HSD3B1permet la synthese de progestérone) a partir de la prégnenolorLa synthése des
androgénes et en particulier de la testostérong (Tpligue un cytochrome codé
CYP17Al1 quest la 1PBa-hydroxylase/17-2Qyase ainsi que la JB-hydroxystéroide
oxydoréductase codée par le gHSD17B1 Enfin, la synthése des cestrogénes (cestrone
et cestradiol (E2)) a partir des androgenes impliGarematase qui est codée par le g
CYP19AlLes enzymes encerclées de jaunes sont exprimédes gonades des deux se)
les enzymes encerclées de marron sont exprimés ldagsnade femelle au début de
différenciation gonadique tandis qu’elles sont @rgs dans les gones des deux sexes |
la suiteet les enzymes encerclées de rose sonimés uniquement par la gonade ferr.
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La production des stéroides augmente au courgdeiappement embryonnaire dans
les deux sexes mais les niveaux restent plus éliaés I'ovaire (Guicharet al, 1977a) et
sont mesurés dans le plasma dés le jour 7.5 (Webds 1981; Wood<st al, 1982; Tanabe
et al, 1986).

La production précoce des stéroides est la conséquie I'expression des le jour 4
des genes codant pour les enzymes de conversichdestérol en androgeneSYP11A1
HSD3BletCYP17A) dans les gonades males et femelles (Akazetnak, 2002) (Figure 10);
expression qui augmente progressivement au courslégdeloppement et de facon plus
importante dans la gonade femelle apres les jo@ §Yoshidaet al, 1996; Nakabayastat
al., 1998; Nomuraet al, 1999; Kamatat al, 2004). La production d’cestradiol est spécifique
de la gonade femelle (Gasc, 1980) puisque seulpih@ade femelle exprime les enzymes
nécessaires a la conversion de I'androsténédionesestradiol que sont HSD17B1 et
CYP19A1 (Yoshidaet al, 1996; Andrewst al, 1997; Nakabayaskt al, 1998; Nishikimiet
al., 2000; Akazomeet al, 2002). ARNm deCYP19Alainsi que I'activité de cette enzyme
sont détectés dans la médulla de I'ovaire gauchkleodétaux jours 5-6. Il est des lors supposé
gue cette activation d’expression serait liée aourdes genes portés par le chromosome W
(Villalpandoet al, 2000).

Si la production d’cestradiol est spécifigue aux agtas femelles, I'expression du
récepteura des cestrogenes (ESR1) est détectée hghridation-in-situ a des niveaux
similaires dans les gonades bipotentielles drategauches des deux sexes des le jour 4.5
(Andrews et al, 1997). Cette expression persiste apres le débutaddifférenciation
histologique avec une expression plus importantes da cortex gauche que dans le cortex
droit (Andrewset al, 1997; Smithet al, 1997; Nakabayaslt al, 1998; Guioliet al, 2007).
Cette expression détectée par RT-PCR au jour 6ldagmnade des deux sexes va augmenter
au cours du développement de I'ovaire gauche (ezfme non détectable dans I'ovaire droit)
tandis que chez le méle I'expression est transitefrest détectée entre les jours 7 et 10 et
n’est plus détectée apreés le jour 12 (Nakabayetshi, 1998). Des lors, les cestrogenes vont
stimuler la prolifération du cortex gauche de laage femelle. D’autre part, les cestrogénes
sont impliqués également dans le développementalesteres sexuels secondaires, dans le
développement sexuel du systéme nerveux ainsidams le développement du syrinx

(organe vocal) (van Tienhoven, 1983; Norris, 1985).



b- La régulation par les hormones gonadotropes
Chez les mammiferes comme chez la poule adult&glalation de la stéroidogénese
par les hormones gonadotropes est trés documentde &acon similaire, ces hormones
gonadotropes sont impliquées dans la régulationadproduction des stéroides par les

gonades embryonnaires.

Les hormones gonadotropes, la LH (Luteinising Hare)oet la FSH (Follicle
Stimulating Hormone) sont des hormones glycopro&sgynthétisées par I’hypophyse et qui
sont composées de I'association d'une sous-unitémmune (Tageet al, 1974) avec une

sous-unité spécifique (Piercet al, 1981).

Dans I'embryon de poulet, les ARNm codant pourdassunitép de la LH (Noceet

al., 1989; Youet al, 1995) sont détectés des le jour 4 et les ARNnagbdour la sous-unité

B de la FSH (Sheet al, 2002) sont détectés a partir du jour 7. Ces desms@ggerent que
'embryon de poulet est susceptible de synthétdes hormones gonadotropes de facon
précoce. Néanmoins, les études immuno-histologigquestrent que les premiéres cellules
gonadotropes produisant la protéine LH ou la pnetdrSH apparaissent au niveau de la
région ventro-mediale du lobe caudal de I'adénopiigee aux jour 9 et 13 respectivement
(Puebla-Osoriet al, 2002; Maseket al, 2004; Grzegorzewsket al, 2009).

Outre ce délai dans I'apparition de la FSH par oapp la LH, il apparait que les
cellules exprimant I'une ou lautre de ces hormogesmadotropes sont des populations
distinctes au cours du développement embryonnBirelfla-Osoriat al, 2002) comme elles

le sont au moment de 'éclosion et a 'age adit®dmaret al, 1999).

Néanmoins, la LH est détectée dans le plasma désyens aux jours 10 et 12
suggérant qu’a ce stade la synthese des hormomesi@ioopes est effective (Tanabieal,
1986; Woods, 1987) et les niveaux vont progressargraugmenter pour atteindre un plateau
maximal au jour 19.5 (Gonzalez al, 1987). De méme, la FSH est détectable dans $enala
des embryons de poulets des deux sexes dés le8BjRombautset al, 1993). Il existe

cependant un dimorphisme sexuel dans les profitgdeétions entre la femelle et le male.

Dans les embryons femelles, les niveaux augmentedérément au jour 10 avant de
diminuer a nouveau et de se maintenir a des nivealativement faible pendant tout le
développement ; tandis que chez le méale, les niveagmentent a partir du jour 10 pour

atteindre un niveau maximum au jour 13 et vont g@sliminuer mais tout en restant tout au
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long du développement embryonnaire a un nivealb Zas plus élevés que chez la femelle
(Rombautset al, 1993) cohérent avec une expression plus imper@aia sous-unitg de la
FSH chez le male (Grzegorzewsiaal, 2009).

D’autre part, les gonades embryonnaires de powetd sensibles aux hormones
gonadotropes comme le montre la liaison de FSHoradirquée sur I'ovaire des le jour 6
(Woodset al, 1991) ; liaison qui est médullaire jusqu’au jd®.5 puis qui devient corticale
(Woodset al, 1991).

Cette capacité de répondre aux hormones gonadetegpeonfirmée par la détection
des ARNm codant pour le récepteur a la LH (LHRh(Bmnet al, 1996a; Mizutankiet al,
1998) et pour FSHR (Yoat al, 1996; Wakabayastst al, 1997) dans I'embryon de poulet
des le jour 4 (Akazomeet al, 2002). Chez la femelle, I'expression de ces reep
augmentent entre les jours 4 et 6 puis au jourah2lit que dans la gonade male, cette
expression se maintient a un niveau faible jusqioam 6. Par la suite I'expression de ces
récepteur augmente dans les gonades des deuxnsaiseavec une augmentation des niveaux

plus importante dans la gonade femelle (Akazeira, 2002).

De plus, il existe une corrélation positive ents hiveaux d’expression de la sous-
unité B de la FSH dans I'adénohypophyse femelle et lesanix d’expression de FSHR dans
I'ovaire tandis qu'il existe une corrélation posgtientre les niveaux d’expression de la sous-
unité B de la LH dans I'adénohypophyse méle et les nivedlexpression de LHR dans le
testicule; suggérant une régulation positive pahl@mones gonadotropes de leurs récepteurs
(Grzegorzewskat al, 2009). Cette hypothése est renforcé par la ditimnue I'expression

de ces deux récepteurs apres une adénohypophyse¢8anchez-Bringast al, 2006).

Au cours du développement embryonnaire, I'adjomcties hormones gonadotropes

modifie la production de stéroides ainsi que leganiix de prolifération cellulaire.

En effet, le traitement des embryons de poulet flesmavec de la LH équine au jour
7.5 (Woods, 1987) ou hCG (Human Choriono Gonadatg)pau jour 8 (Tengt al, 1977)
entraine une augmentation de la production d'caslraldhCG qui est considérée simuler
une action de la LH n’a pas d'effet sur I'activiié la HSD3B1 ou de l'aromatase mais
stimulerait l'activité de CYP11A1 dans les celluldissociées d’ovaires embryonnaires de
jour 18 (Gome=zt al, 2001).



L’adjonction in vivo ou in vitro de FSH entraineaiaugmentation de la production
d’cestradiol par I'ovaire embryonnaire aux jours1®, 13, 15 et 18 (Tengt al, 1982;
Velazquezet al, 1997; Pedernerat al, 1999) avec un maximum d’effet au jour 8 (Pedexner
et al, 1999). De plus, lors d’adénohypophysectomie, rizdpction d’cestradiol est réduite
comme le montre les mesures aux jours 10, 11 dMhigeret al, 1990) et est rétablie
aprés l'ajout de FSH sur des cultures de cellulemriennes issues de poulets
adénohypophysectomisés (Sanchez-Bringasal, 2006) confirmant que les hormones
gonadotropes influent sur la production d’cestraghat 'ovaire. L’'ajout de FSH sur des
cultures de cellules dissociées d’ovaires au j@mbntre une augmentation de I'activité de
'enzyme codée par le gem¢SD3B1 une augmentation de l'activité de I'enzyme aimpse
'expression du géeneCYP11Alqui la code et une augmentation transcriptionnelie
traductionnelle de l'aromatase (Gomeet al, 2001). D’autre part, aprés une
adéenohypophysectomie, il existe une diminution’detivité de I'enzyme HSD3B1 au jour
13.5 (Woodset al, 1969) confirmant I'action des hormones gonadasopur I'activité de

cette enzyme.

La FSH augmente également la production de testostéaux jours 8, 10, 13,15 et 18
par les cellules ovariennes et uniquement aux jBurkS et 18 par les cellules du testicule
(Tenget al, 1982; Pederneret al, 1999; Peraltat al, 2004).

Bien que la FSH semble réguler positivement la pectdn de stéroides, lors
d’hypophysectomie, les ovaires sécrétent de I'absirjusqu’au jour 14-16, laissant penser
gue la production d'cestradiol peut se réaliser peddamment des hormones gonadotropes
(Wenigeret al, 1987; Wenigeet al, 1989a, b).

Outre les effets sur la stéroidogénése, les horsnagenadotropes influencent
egalement les niveaux de prolifération cellulafimsi I'ajout de FSH aux cultures de cellules
ovariennes augmente la prolifération aux jours 14,15 et 18 ; phénomeéne qui n’est pas
observé aux jours 8 et 10 (Velazquezal, 1997; Mendez-Herrerat al, 1998; Pederneret
al., 1999). Ces effets sont également observés darmsilieires de cellules testiculaires a tous
les stades étudiés (8, 10, 13, 15, 18) (Velazguet, 1997; Pederneret al, 1999; Peraltat
al., 2004).

Ces données sont renforcées par le fait qu'aprés agdenohypophysectomie, le
nombre de cellules ovariennes est diminué aux j@®Ird3 et 14 (Mendeet al, 2005;

Sanchez-Bringast al, 2006). Et lorsque ces individus sont traités aleta FSH, le nombre
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de cellules est rétablit ; inversant ainsi les teffde I'adénohypophysectomie (Sanchez-
Bringas et al, 2006). A l'inverse, le traitement avec hCG neabéit pas les niveaux de
prolifération cellulaire, suggérant que la dimioatide la prolifération cellulaire suite a
'adénohypophysectomie est due a la privation eH EEnon en LH. Et en effet, I'ajout de
hCG sur des cultures de cellules dissociées d'ewair jour 17 et 18, n’a pas d’effet sur la
prolifération des cellules stéroidogenes dans itevau jour 17 et 18 (Velazquez al, 1997;
Mendez-Herrerat al, 1998).

La protéine kinase A (PKA) et TAMPc sont impliquéans la voie de signalisation de
la FSH chez les mammiferes (Cheinal, 1996; Johnson, 2003). De plus dans les cellwdes d
granulosa de poule, la survie cellulaire est augégeavec le 8-bromo-cAMP (Johnsenal,
1996b). Cependant, dans les cultures de cellusodiges de testicule de poulet au jour 18,
I'ajout de forskolin (agoniste de la voie PKA) olANMPc n'augmente pas la prolifération
cellulaire, suggérant que les effets de la FSHome gsas dus a une activation de la voie PKA-
AMPc (Peraltaet al, 2009). De méme, La voie de la protéine kinas®KQ) est impliquée
dans la signalisation de la FSH dans les cellubegrdnulosa des mammiféres (Pelesal,
1993) mais I'ajout d’'un activateur de cette voie gthorbol myristate (PMA)), ne modifie pas
les niveaux de prolifération dans les cellules atisg=es de testicule de poulet au jour 18
suggérant que les effets de la FSH n’active pasphanla voie PKC (Peraltet al, 2009). A
linverse, I'herbamycine, un bloqueur de la voieldgrotéine tyrosine kinase (PKT), réduit
les niveaux de prolifération qui ne sont pas rétapéar I'ajout de la FSH, suggérant que la
FSH utilise la voie de la PKT pour stimuler la piéxation des cellules testiculaires (Peralta
et al, 2009).

Si I'cestradiol augmente la prolifération dans I'mgades mammiféres (Dorringtaet
al., 1993), il n’a aucun effet sur les niveaux de iféchtion des cellules ovariennes de poulet
au jour 18 (Velazqueet al, 1997) ni dans le testicule au jour 18 (Perattal, 2004) ; les
effets de la FSH sur la prolifération des cellulest donc pas médié par 'augmentation de la
synthese d’cestradiol. Néanmoins, I'absence d'éiédtcestradiol sur les gonades males n’est

pas surprenante car ils n’expriment plus le réegee stade.

c- Les inversions du sexe
La sensibilité du dévelopement gonadique aux hoewma@téroidiennes est retrouveée
chez de nombreuses especes de vertébrés infégaigles présentent un déterminisme

génétique et/ou environnemental (poissons, ampisbreptiles et les oiseaux).



Chez de nombreuses especes de poissons, |'adiioistrorale d’cestrogenes,
pendant la période de la différenciation gonadicerdraine une différenciation ovarienne
chez des individus génétiguement males tandis dmjeul d’androgénes entraine la
différenciation testiculaire chez des individus guement femelles (Yamamoto, 1962,
1969; Nakamuraet al, 1998). De facon similaire, I'inhibition de I'aoti de I'aromatase et
donc de la production des cestrogenes entraine Velop@ment partiel ou complet de
testicules chez des individus génétiquement femdl&uiguenet al, 1999; Kwonet al,
2000).

Chez les amphibiens, les effets des stéroidespositcontradictoires et vont varier

selon les espéces, les stéroides et les dosesesil(Nakamura, 2009).

Chez les reptiles, lors d’incubation des ceufs a temepérature promouvant le
dévelopement « méle », les traitements oestrogésigdusient la différenciation ovarienne.
Cependant, contairement aux poissons, les andregeineluisent pas d’inversion gonadique
femelle-male. De plus, ces traitements androgésiglees d’incubation aux températures
« pro-male », induisent le dévelopement d’'un codexype ovarien a la surface du testicule
suggérant un role des androgéenes dans le developelmda goande femelle (Pieat al,
2001).

Chez les individus génétiguement méales, le traitéraex cestrogénes avant le début
de la différenciation gonadique induit la régressie la gonade droite et le développement

d’'un ovaire a gauche.

De nombreuses expériences ont montré que le dé&mbat gonadique chez le poulet
présentait une certaine plasticité et était seasdlx manipulations par des hormones
exogenes. En effet, 'administrati@am ovo d’oestrogéenes avant le début de la differenciation
gonadique (aux jours 3 ou 4) entraine chez lesvithas ZZ, génétiquement males,
l'inhibition du developement de la gonade droiteleetdévelopement d’un ovaire ou d’'un
ovotestis a gauche (Scheib, 1983). De plus, chemtividus ZW, génétiquement femelles,
'administration avant le début de la différenaatigonadique d’un anti-oestrogenes comme
le tamoxifene (Scheib, 1983) ou I'inhibition derbanatase, entraine une inversion du sexe
gonadique femelle en male (Elbreéhtal, 1992; Wartenbergt al, 1992; Abinawantet al,
1996; Abinawanto, 1997; Etches, 1997; Budtel, 1999; Vaillantet al, 2001a; Vaillantet
al., 2003). Néeammoins, comme chez les reptiles, ldsogenes n’'induisent pas les inversion

femelle en méle.
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De plus, I'expression plus importante du récepteux androgenes (AR) dans les
gonades femelles dés le jour 7 (Katehal, 2006) et une translocation nucléaire de ce
récepteur qui n’est observé que dans les ovaigggesent que les androgenes pourraient jouer
un role dans le dévelopement ovarien. En effetaigeement des ovaires avec de la flutamine
(antagoniste des AR) entrainent une pertubations déorganisation du cortex. Cette
désorganisation est proche de celle observée ediinagition de 'aromatase suggérant que
les ostrogénes pourraient agir via le récepteurangrogénes. Néammoins, chez le poulet,
'oestradiol n'a qu’une faible affinité pour le &meur aux androgenes (Doesbwtgal,
1997) et ces oestrogenes n’induisent pas la treaitsbm nucléaire de ces récepteur dans les
cellules COS7 (Jenstaat al, 1993). A I'opposé, les androgénes via leurs riwep AR
pourraient intervenir dans la régulation de la patthn des ostrogénes comme le suggere
'existence d’éléments de réponses aux AR (AREldamromoteur d€YP19A1(Katoh et
al., 2006).



Individu ZZ
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Figure 11 : Inversion du sexe gonadique ma-femelle suite au traitement par les cestrogénes.

Chez ks individus génétiquement ms, le traitement aux cestrogénes avant le d
de la différenciation gonadique induit la régressite la gonade droite et le développen

d’'un ovaire a gauche.
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* L’'inversion male-femelle
L’administrationin ovo d’cestradiol avant le déebut de la différenciatiamnadique

entraine une inversion phénotypique de la gonadsj au moment de I'éclosion, tous les
males génétiques ZZ présentent un phénotype gamadigelle. Cependant, cette inversion
du sexe est transitoire puisqu'a 9 semaines pdssién, I'ensemble de ces males traités a
I'cestradiol présentent a nouveau un phénotype ggumaen accord avec leur sexe génétique
(Etches, 1997). Néanmoins, le traitement a I'cesitadpour conséquence des perturbations
sur la maturation testiculaire avec des anomaless chnaux déférents, une inhibition de la
spermatogenese et des comportements sexuels maspeliturbés (Etches, 1997) (Figure
11).

* L’inversion femelle-male

L'inversion du sexe femelle-méle suite a l'admiragbn d'un inhibiteur de
'aromatase comme le fadrozole présente différéatgés. En effet, a I'éclosion, les individus
ZW présentent tous des caractéres sexuels extdentype male mais le degré d’inversion de
leurs systemes geénitaux internes peut varier: ik ovo-testicules avec un oviducte partiel
a gauche (Etches, 1997); soit un testicule droitrebvo-testicule a gauche (Vaillagt al,
2003) avec un oviducte développé a gauche; soi thsticules et un oviducte développé a
gauche (Abinawantcet al, 1996; Abinawanto, 1997; Vaillaneét al, 2003); soit deux

testicules et pas d’oviducte (Elbredttal, 1992) (Figure 12).

Le degré d’inversion est reflété par le taux dedpotion d’cestradiol et les niveaux
d’'activité de I'aromatase. En effet, plus la prattut d’cestradiol est faible, plus l'inversion
gonadique est compléte car si les niveaux d’'aétidé I'aromatase sont plus faibles que ceux
observés dans les femelles contréles, ils reseperdant plus élevés que chez les males ZZ
contrbles (Vaillantet al, 2003). Deés lors les niveaux des cestrogenes peétrensuffisants
pour empécher I'action de 'AMH sur les canaux déllst (Hutsonet al, 1982) et expliquer
ainsi le développement méme partiel d'un ovidustaillant et al, 2003). L'inhibition de
'aromatase chez les femelles ZW entraine une @lesda développement totale ou partielle
du cortex gauche qui est une caractéristique deldgpement ovarien et ces gonades sont
entourées comme les testicules d’'une albuginégli3xe a l'intérieur de la médulla, certaines
des lacunes ovariennes acquiérent les caractégstigles cordons testiculaires avec un

épithélium épais et renferment des cellules geriana
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Figure 12 :Inversion du sexe gonadique femel-male par un inhibiteur d’aromatase.
Chez les individus génétiquement femelles ZW, lltion de I'aromatas avant le
début de la différenciation gonadique, abolissantptoduction d’cestroger, induit la

différenciation de deux gonades mé
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Néanmoins, il est observé des lacunes composiiggoggedent les deux phénotypes
avec un épithélium épais proche des cordons téaties, exprimant les facteurs des cellules
de Sertoli (AMH, SOX9 et SF1) et un épithélium nardont les cellules n’expriment pas ces
facteurs (Vaillant et al, 2001b). Ces données suggérent la possibilité ed’'un
transdifférenciation des cellules épithéliales @mrares en cellules de Sertoli. L'analyse des
ovo-testicules post-éclosion montre que les régiownariennes possedent des follicules
corticaux en croissance. Dans les testicules orétfiens testiculaires des femelles inversées,
la spermatogénése peut se dérouler mais il exestaddfauts de spermiogénése puisqu’il est
observé dans la lumiere des tubes séminiferes dénmeaises spermatides rondes liées a
I'épithélium de ces tubes (Elbrecét al, 1992; Abinawanto, 1997; Vaillamt al, 2003). Il
est cependant possible d’observer des spermatidegées dans les tubes séminiféres. Dans
les cas d’inversion avec deux testicules, il essiiide de prélever manuellement des éjaculats
qui présentent un faible taux de spermatozoidesdgusurcroit présentent un fort taux
d’anomalies de la téte et une trés faible mob{Maillant et al, 2003). Dés lors l'incapacité
de féconder des poules ZW avec des femelles ilv®n@eoviendrait plus d’'un défaut de la
spermiogénese que d’'une anomalie de développenesntathaux efférents, des épididymes
ou des canaux déférents (Vaillattal, 2003).

D’autre part, lors d’expériences d’ovariectomie gjai ou lors de perte de l'ovaire
gauche suite a des pathologies, la gonade droita jpgressé va se développer et former un
testicule. Ainsi, la gonade droite garde son paterde développement (Kaganet al,
1997a). Ces effets pourraient étre dus a la petecelstrogénes produit par I'ovaire gauche.
Cependant, cet effet semble indirect puisque sicéstration s’accompagne d’une

hypophysectomie, il n'y a pas de développemenictdaire (Kagamet al, 1997a).

Il existe également des inversions du sexe fenmmilanale suite a la greffe d'un
testicule embryonnaire dans la cavité ccelomique dhdividu ZW avant le début de la
différenciation histologique de la gonade (Rashetdal, 1983; Maraudet al, 1990). Et
contrairement aux inversions induites par I'inhditde I'aromatase, il y a le développement
des deux testicules a droite comme a gauchet suggposé que cette inversion serait due a la

sécrétion d’AMH par les greffons qui joue donc ort féle masculinisant.



Situation du travail

L’étude du développement gonadique en utilisantdalet comme modeéle présente
plusieurs intéréts d’'un point vue agronomique confiomelamental. En effet, dans le cadre de
la compréhension des meécanismes moléculaires ingdigdans la différenciation des
gonades, le poulet présente un acces facile etopéteux aux embryons permettant de
réaliser aisément et avec de nombreuses répétigsnsxpériences. De plus, le génome du
poulet est entierement séquencé donnant accéstgurrees de tous les genes, ce qui n'est
pas encore établi pour toutes les especes a indgm@nomique. D’autre part, comme
développé dans la synthese bibliographique, leldpgement gonadique du poulet présente
des particularités comme I'asymétrie ovarienne asdnsibilité aux stéroides. Ainsi le fait
gue seule la gonade gauche devienne un ovairdidonel tandis que la gonade droit
régresse peut favoriser lidentification de factewvariens en comparant les profils

d’expression des deux gonades.

D’autre part, la sensibilité du développement gamael aux hormones stéroidiennes sans
inversion complete et fonctionnelle du sexe con&reoulet une place particuliere entre les
poissons ou linversion du sexe est complete ettfonnelle et les mammiferes dont le
développement gonadique ne présente pas de siésdik stéroides. Ainsi, I'étude du
modele poulet pourrait favoriser la compréhensicgs dnécanismes évolutifs de la
différenciation gonadique. Outre, I'intérét pourréecherche fondamentale, la compréhension
des mécanismes impliqués dans la différenciatiofadpnade de poulet présente un intérét
agronomique. En effet, cette compréhension pouraaitiuire a un contréle du sex-ratio ou a
une déterminationn ovo du sexe des individus ; présentant un intérét piodustrie des
poules pondeuses ou seuls les poussins femellésaoservés ou dans l'industrie du foie
gras ou seuls les individus males sont élevés.elletuent, seul un faible nombre de genes
sont reconnus comme étant impliqués dans la difééaéon de la gonade mal®NIRTL
AMH, SOX9..), dans la gonade femellR$PO1FOXL2 CYP19ALl..) (Figure 13) ou dans
les mécanismes de l'asymeétrlITX2 ESRL1..). Des lors, le premier objectif de ce travail de
these fut d'identifier de nouveaux genes candigatsvant étre impliqués dans la mise en
place des ces différents mécanismes. Pour celati réalisé une étude par PCR temps réel
de I'expression de 110 genes (article |, p58).&aitcette étude, il a notamment été mis en
evidence une expression préférentielle de plusimarsbres des BMPs (Bone Morphogenetic

Proteins) dans I'ovaire embryonnaire.
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Afin de mieux appréhender le réle de ces BMPs dardéveloppement gonadique,
des expériences fonctionnelles ont été réaliséeslesicultures organotypiques de gonades
embryonnaires femelles (article 1l ; p95) et deapmmales (article Il ; p116) supplémentées
avec une protéine recombinante humaine BMP4. Cafyses fonctionnelles ont mis en
evidence le réle de BMP4 dans la régulation detdeo&logénese basale et stimulée par la

FSH et son role dans l'inhibition de I'expressianfdcteur testiculaire qu’estAMH.



Gonade indifférenciée
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Figure 13: Expression des genes impliqués dans la différemtion gonadique(d’aprés Smith et al., 2004

Les genes entoés en jaune présentent des niveaux d’expressioifaisernentre les
deux sexes. Les génes entourés en rose sont espdams les gonades des femelles
tandis que les genes entourés en bleu sont expdarésla gonade des individus males. F
les geneexprimés dans les deux sexes, la taille des cesghebolise les niveaux relati
d’expression entre les deux se:
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Partie I : étude des profils d’expression de
110 genes au cours de la différenciation

gonadique chez le poulet



Etude des profils d’expression de 110 genes au csute la différentiation gonadique

chez le poulet

La mention des figures en gras fait référence aux figures intégrées dans Carticle.

Résumé de I'étude :

Afin d'identifier de nouveaux génes candidats qeriagent potentiellement impliqué
dans la différenciation gonadique (différenciatdmnl’ovaire ou de testicule et mise en place
de lasymétrie) chez le poulet, nous avons déveoppe analyse a moyen debit de
'expression génique par PCR en temps réel. Datie g@erspective, 110 génes ont été
sélectionnés pour leurs implications dans la dffération gonadique chez les autres
vertébrés complétées dans certains cas par lessangmbres de leurs familles. Cette liste est
egalement agrémentée de certains genes portés paromosome Z (eXADAMTS12 F2R
FANCG GDNF, GHR, EMB...). Les profils d’expression de ces génes ont édumes sur
des pools de gonades males et femelles, droitgauehes prélevées du jour 5.5 au jour 19.5
du deéveloppement embryonnaire. Afin de faciliter damparaison de ces cinétiques
d’expression, il a été utilisé une méthode classitggnt employée pour les analyses des puces

a ADN qu’est la hiérarchisation ou « clustering ».

Dans un premier temps, afin de valider la pertieetha choix des genes, nous avons
classé les échantillons (selon le stade) par uémichisation non superviségiqure 1).
Cette hiérarchisation a permis de classer les pb®lgonades en deux groupes principaux
correspondant aux échantillons males et femellegéant que les genes choisis sont
suffisamment représentatifs du phénotype de ladmnB’autre part, au sein de ces deux
groupes, les échantillons sont classés en deuxgoupes : les échantillons prélevés avant et
apres le jour 7.5 dans le groupe d’échantillonsmdiles » et avant et apres le jour 8.5 dans le
groupe des échantillons « males ». Ceci suggéemaamtles genes choisis sont suffisamment
représentatifs de la différentiation gonadique pdistinguer la période bipotentielle et la
période de différenciation histologique de la ganadéanmoins, la limite observée présente
un retard par rapport a la date communément adinigeur 6.5.
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Par la suite la hiérarchisation supervisée desess@ns géeniques a permis de classer
les génes en 4 groupes ou clusté&igyre 2) : le groupe 1 comporte des genes a expression
préférentielle dans le testicule, les groupes 23 etomportent des genes a expression
préférentielle dans I'ovaire tandis que le dermgesupe (groupe 4) contient des genes dont

I'expression est plus importante dans la périoéeque du développement gonadique.

Cette étude a permis d’identifier des genes danptefils d’expression sont similaires
a celui deDMRT1 (DMRT3, F2R, CFC1, INHA, FANOGu a celui de AMH (NR5A2,
GHR, ADAMTS12u LOC427182 De la méme maniére, il a été identifié des g&lued les
profils d’expression sont similaires a I'expresside FOXL2 et CYP19A1(BMP4, BMP7,
HSD17B4, MHM, BMP3, GDF9, SMAD2)es profils de certains de ces genes sont illustrés
dans lafigure 3.

Si certains genes ont été identifiés comme étaptiragés de maniere différentielle
dans I'un des deux cotés chez le male ou cheznielfe, ces genes ne sont pas regroupés
dans un cluster spécifique. Ceci pouvant s’expliqpee un nombre trop faible de genes a
expression asymetrique et dont les profils d’expagsne sont pas suffisamment similaires
pour étre regroupés. Comme attelliX2 est plus exprimé dans la gonade gauche chez le
male comme chez la femelle en accord avec les geét® travaux (Guiolet al, 2007,
Ishimaru et al, 2008). De méme, un géne ovocytaild)X4, est également exprimé de
maniere préférentielle dans les gonades gauchesole@érence avec la colonisation plus
importante de ces gonades par les cellules geresif®an Limborgh, 1968). Certains des

profils de ces genes sont illustrés darfigjare 4.
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Abstract:
Background:

In birds as in mammals, a genetic
switch determines whether the indifferent
gonad develops into an ovary or a testis.
However, the understanding of the
molecular pathway(s) involved in gonadal
differentiation is still incomplete.

Methodology/Principal findings:

To better characterize the molecular
pathway(s) involved in gonadal
differentiation in chicken embryo, we
developed a large scale real time reverse
transcription polymerase chain reaction
approach, on 110 selected genes during
chicken gonad differentiation covering the
period between day 5.5 and 19 of
incubation. A hierarchical clustering
analysis of the resulting dataset
discriminated genes clusters preferentially
expressed in the ovary or in the testis,

or/and at early or later periods of
embryonic gonad development. The
temporal expression profile analysis

allowed the identification of new potential
actors of gonad differentiation, such as the
Z-linked ADAMTS12 LOC427192

(corresponding to NIM1 protein) and
CFC1, that are upregulated during testis
development or thd8MP3 and Z-linked
ADAMTSL1 that are preferentially
expressed during ovarian development.
Interestingly, the expression patterns of
several members of the transforming
growth factor B family were sexually
dimorphic with inhibin subunits
upregulated in the testis and bone
morphogenetic protein subfamily including
BMP2 BMP3 BMP4 and BMP7,
upregulated in the ovary. This study also
highlights several genes displaying
asymmetric expression profiles such as
GREM1 and BMP3 that would be
potentially involved in different aspects of
gonad left-right asymmetry in birds.

Conclusion/Significance:

Overall, this study supports the
global conservation of vertebrate sex
differentiation pathways but also reveals
some peculiarities of gene expression
patterns during gonadal development in
chicken. In particularly, our study reveals
new candidate genes which could be
potential actors of chicken gonadal
differentiation and provides evidences of
the preferential expression of BMPs in
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developing ovary and Inhibins/Activins
subunits in developing testis.

Introduction:

In birds, sex determination is
controlled by a genetic ZZ/ZW system in
which the female is heterogametic. Avian
sex determining mechanism has not been
completely elucidated, and no homolog of
mammalian sex determining gene SRY has
been found in birds. However, a recent
study suggested that the ger@MRTX
Doublesex and Mab-3 Related
Transccription factor 1), belonging to the
zinc-finger like DNA-binding motif (DM)
transcription factor family and localized on
Z chromosome, acts as male sex
determining factor [1]. AlthouglibMRT1
is essential for testis differentiation,
another Z-linked gene could operate
upstream ofDMRT1 in the avian male
determining pathway. It is also not
excluded that a still unidentified female W-
linked determinant could be required for
ovarian differentiation. Nevertheless, the
overexpression of the W-linked candidate
sex determinantHINTW (also known as
ASWor WPKCI) in male embryos does not
induce ovarian differentiation [2]. Gonadal
development in birds is in many aspects
similar to that of mammals. As in
mammals, the primordial gonads, in birds,
develop from the intermediate mesoderm,
on the ventromedial surface of the
embryonic kidney (mesonephros). Germ
cells colonize the genital ridge by day 3.5
and the formation of primitive sex cords
occurs by day 5 [3]. The gonads from ZZ
and from ZW embryos remain
undistinguishable until day 6.5-7 (stage 30
of the Hamburger and Hamilton
classification [4]), when the first
histological signs of sex differentiation

become visible. This process comprises the
thinning of the cortex and development of
testicular cords enclosing germ cells in ZZ
gonads. In the ZW left gonad, somatic and
germ cells proliferate in the cortex which
thickens considerably, while the cords of
the medulla become vacuolated, forming a
so called lacunae. The germ cells of the left
ZW gonad enter in meiosis asynchronously
from day 15 [5-7]. The meiotic entry of
female germ cells is then completed before
hatching. Comparative studies
demonstrated that genes involved in the
sex differentiation pathway are conserved
in vertebrates; nevertheless their roles as
well as their regulation and expression
time-windows during this process can
differ. For instance, similar to mammals,
AMH andSOX9are upregulated in chicken
testis during gonadal development.
However, in contrast to mammaBMH is
also expressed in embryonic female gonads
in chicken but at a lower level and the
onset of its expression precedes that of
SOX9[8]. Since both proteins are found in
Sertoli cells, SOX9 could act in
maintaining of AMH expression [9]. In
addition, the chicken model presents two
particularities. The first one: in contrast to

mammals, gonadal differentiation is
sensitive  to  exogenous  hormonal
manipulations. Indeed, inhibition of

CYP19Al1 causes female to male sex
reversal [10], while estrogen treatment of
ZZ embryos leads to feminization of left
gonads and regression of right gonads [11,
12]. These experiments revealed a crucial
role for estrogen production during avian
ovarian development and the fundamental
role of CYP19Alexpression regulation. A
detailed knowledge of molecular actors
and mechanisms leading to the activation
of SOX9 and AMH expression in male
gonads and tdcOXL2 and CYP19Alin



female gonads is missing in birds.
Furthermore, the target and downstream
pathways of these genes are poorly
understood. Another particularity of
chicken gonadal differentiation resides in
its left-right (L-R) asymmetry in the
female. In male birds, gonad development
results in the formation of two functional
testes. In female birds, only the left gonad
becomes a functional ovary whereas the
right reproductive system regresses. Recent
studies revealed that left sided expression
of PITX2 RALDH2 and SF1 leads to the
only left sided expression of estrogen
receptor alphaHSR) [11, 13, 14]. So,
estrogen production by embryonic ZW
gonads promotes left cortical development
via ESR1 and the regression of the right
gonad where the expression levelE8R1

is dramatically decreased. In ZZ gonads
which do not produce estrogens, the
asymmetry remains silent. However, the
others actors of complex molecular
mechanisms of gonad asymmetry
establishment and the factors involved in
gonadal regression remain unknown. In the
light of this current knowledge our study
aimed at identifying new candidate genes
involved in chicken male and female
gonad differentiation and in L-R gonad
asymmetry in birds. For this purpose, we
developed a large-scale real-time reverse
transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) approach on 110 selected
candidate genes during gonadal
differentiation and development in the
chicken embryo. These expression profiles
were analysed using a standard hierarchical
method. The set of candidate genes was
selected mainly based on the literature. It
included transcription factors, receptors,
signalling molecules and enzymes, known
to be involved in gonadal development in

other vertebrate species and more generally and

in reproduction and embryogenesis. Our
study reveals many genes that behave
differently between sexes and/or stage
specific groups including potential new
actors of sex gonad differentiation and L-R
gonad asymmetry establishment.

Results
Global analysis

The raw data set is presented in an
online supplement (Supplemental Table 2).
For each sampling data, gene expression
profiles were obtained on two independent
pools of gonads (biological replicates). To
determine the consistency of our data, we
calculated correlation coefficients (r) of
biological replicates. The correlation
values of biological replicates were ranged
from 0.87 to 0.99 (Supplementary figure
1).

Based on the efficiency and
specificity of Real-time RT-PCR, 110
genes were finally selected for the time-
course study. To assess the biological
relevance of the genes assayed, we first
performed an unsupervised hierarchical
clustering (Fig 1) that generated two large
groups of samples corresponding to male
and female gonads. In each group,
clustering analysis discriminated two
subgroups of samples. One, that gathered
the earliest samplings (day 5.5 to day 7.5
for female gonads and day 5.5 to day 8.5
for male gonads) and another, that gathered
the latest samplings (day 8.5 to day 19.5
for female gonads and day 9.5 to day 19.5
for male gonads). Based on these
observations, for the statistical analysis, we
chose to discriminate two periods in
gonadal development: before day 7 and
from day 7.5 respectively named earliest
latest periods. We chose day 7
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(corresponding to the stage 30 of the
Hamburger and Hamilton classification
[4]) as a limit between earliest and latest
periods, because at this stage the onset of
histological differentiation becomes
visible. Inside these groups, almost all the
biological duplicates were clustered
together, showing the efficiency of the
method and confirming the relevance of
the samples and genes assayed.
Furthermore, inside these classes, globally,
the samples are gathered according to
whether they come from a right or left
gonad suggesting that several genes are
differentially expressed between the two
sides.

In order to group genes according
to the similarity of their expression profiles
we also ran a supervised clustering
analysis with samples ordered on the basis
of the developmental stage time (from day
5.5 to day 19.5) (Fig 2). SAM analysis was
carried out in order to identify significant
differences  between the  different
expression patterns. This analysis showed
that 93.6% of genes displayed a
statistically different expression profile in
at least one of these comparisons.

Gene cluster analysis

As shown in Fig 2, analysis of the
dendrogram reveals that genes are
clustered in four main groups. The first
group corresponds to the genes with a
highest relative expression (RE) in the
testis (node 1). The second group
corresponds to genes with a highest RE in
late samples associated with preferential
RE in the ovary (node 2). The third group
contains genes with a highest RE in the
ovary (node 3) while the last group
corresponds to genes with a highest RE in
early samples (node 4). Clusters are

strongly supported by the presence of
significant differences in gene expression
between samples in particular comparisons
which are visualized by colored asterisks
on the right of Fig 2.

Cluster C1 (Fig 2) contains forty-
one genes and the majority of them display
a preferential RE in the testis compared to
the ovary. This cluster could be divided
into three subgroups: C1.1, C1.2 and C1.3.
The genes from subgroup C1.1 could not
be characterized by any similarity of their
expression profiles. However, few genes
show sexual dimorphism. Among them,
SLIT1is upregulated in testis compared to
ovary in samples from day 7.5 (“latest”
period) whileNOTCH1has a higher RE in
the testis samples from earliest period.
HSP70 and DAZL are significantly
upregulated in the ovarian samples
compared to the testis in the earliest
period.

In the second subgroup, C1.2, six
genes are significantly upregulated in the
testis compared to the ovary at all studied
time periods F2R DMRT3 CFC1,
DMRT1, FANCG and INHA) and eight
genes are upregulated in the testis only in
the latest periodWWHSC1 RNH1, HOXA9
IGF2, BMPR2 CLDN1]1 SOX9 and
TSKU. In addition, the RE of three of
these genes increases during testicular
developmentCLDN11, INHA and SOX9.
Interestingly, among genes with
preferential higher RE in the testis, seven
genes WHSC1l F2R IGF2, CFC]
BMPR2 CLDN11 and TSKU are also
downregulated during ovarian
development. Representative expression
profiles of this subcluster are shown in
Fig4 (SedNHA andCLDN11).



The third subcluster C1.3 includes
genes which RE is also globally higher in
the testis, and in addition, is increased
during gonadal development in both sexes.
Representative expression profiles of this
subcluster are shown in Fig4 (See
ADAMTS12and LOC427192. Similar to
AMH profiles, five genes are more
expressed in the testis in the two time-
periods QNR5A2 GHR ADAMTS12
LOC427192 (corresponding to NIM1
protein) andPAX5. The RE of two of
these genes, NR5A2 and LOC427192
(corresponding to NIM1 protein) and of
another gend=GF18 increased in latest
period compared to earliest samples in
both sexes. Moreover, in the latest period,
six genes are significantly more expressed
in testis samples compared to ovarian
samples INHBA, INHBB, GDNF, GDF2,
PDGFRAandIGFBP4). In addition, their
RE together with that of GHR increases
during ovarian development. One gene,
SMADL1 presents a sexual dimorphism,
with preferential RE in the testis only at
earliest stages.

Cluster C2 (Fig3) is characterized
by genes whose RE is globally increased
during gonadal development. Indeed,
eleven genes are upregulated during
gonadal development in both sexa€P1,
NROB1 FGF10, CYP17Al1 LHCGR
IGF1, CYP11A1 LOC416998
(corresponding to NALP1 proteinfGR1,
TIMP3 and PGR. In the same manner,
several genes present a higher RE in latest
period compared to earliest samples either
in ovarian samples DDX4, BMPRIB
BMP2 HSD3Bland SMAD7 or in testis
samples ESHR TGFBR3 NOG and
EGFR. In addition, most of the genes
forming this cluster is preferentially
expressed in the ovary. Six genes are

significantly upregulated in the ovary at
earliest as well as at latest perio8MP2,
AR FSHR EGFR LHCGR and CGNRH-
R). The RE of five genes is significantly
higher in the ovary compared to the testis
in latest period KGF10 BMPRIB
CYP17Aland SMAD7 and LOC416998
(corresponding to NALP1 protein)). Three
genes NROB1 TGFBR3 and NOG) are
upregulated in the ovary only at earliest
period. Furthermore, five genes show an
upregulation of their RE during ovarian
development PDX4, BMPRIB BMP2
HSD3BlandSMAD?, whereas four genes
are upregulated in testis samples in latest
period compared to earliest period
samples. Only one gene from this cluster,
DDX4 is preferentially expressed in the
testis at earliest stages. Representative
expressional profiles of this cluster are
shown in Fig4 (SeBMP2andAR).

Cluster C3 (Fig3) is formed by
genes preferentially expressed in the ovary
compared to the testis including twenty-
one genes. Among them, nine exhibit a
stronger expression in the ovary in the
earliest as well as in the latest period
(BMP4, BMP7, HSD17B4 CYP19Al
FOXL2 MHM, BMP3 SMAD2 and
GDF9). Moreover, five genes are
upregulated in the ovary from day 7.5
compared to the testiEER2 ADAMTSL1
GATAG§ FGF9 and FST). Seven genes
(GNRH1 ESR2 ADAMTSL1 GATA®G
EMB, JAK1l and TGFBR3 exhibit an
upregulation during ovarian development.
Among themGNRH21, JAK1 and TGFBR2
are in addition more expressed in earliest
testis samples compared to earliest ovarian
samples an&MB is more expressed in the
testis at earliest stages and in the ovary at
latest stages. Interestingly, among the
genes with a preferential RE in the ovary,
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five genes are downregulated in the testis
during the Ilatest period ADAMTSL1
BMP4, BMP7, HSD17B4andBMP3J3). The
representative expression profiles of this
cluster are shown in Fig4 (S&VP3 and
HSD17B3J.

Cluster C4 (Fig3) includes twenty-
six genes. More than half of these genes
(21 genes) present a significant preferential
RE in earliest samples (stages between day
5.5 and 7.5) compared to latest samples.
Among them, eleven genes exhibit a higher
earliest RE in both sexeACVR2B FRZB
ESR1 GATA5 GREM1 PAX2 GAL,
PITX2, SST GJAL and GATAD (See in
Figd GREM1 and PAX2). Three other
genes BMP5, FSTL1 and FSHB present
preferential earliest RE in ovarian samples
and six other genes present preferential
earliest RE only in testis sampldsGFB,
ACVR2A HOXA7, WNT4 GJB1 and
FOXOJ). Furthermore, the RE ¢fOX0O3
and FOXO4 increases during ovarian
development whereas the RE ®IT
increases during testis development. We
can also observe that some genes in this
cluster present a sexual dimorphism in
their expression patterns. Among them,
LOC771762 (corresponding to NTF3
protein) has a sexually dimorphic
expression profile in the earliest as well as
in the latest samples with significantly
highest RE level in the ovary. Six genes
(ESR1 GAL, GJAL HOXA7, FOX0O4 and
FOXO1) are more expressed in the ovary
at latest stagedGFBis more expressed in
earliest ovarian samples compared to
earliest testis samples. The REVBNTA4is
higher in the testis at earliest stages
whereas it is higher in the ovary at latest
stages. Furthermor&IT, BMP5 FSTL1
and ACVR2B are more expressed in the
testis at latest stages.

As described above we also
compared gene expression between left
and right ovarian and testis samples. We
could not determine a specific cluster of
asymmetrically expressed genes. This is
probably due to the fact that about half of
the analyzed genes (54 out of 110)
displayed a significant asymmetric
expressional profile at least in one left-
right side comparison. More than half of
the asymmetrically expressed genes (32 of
54 genes) are included in one ovarian
cluster (C2) and in the cluster of early
regulated genes (C4). For instanBé] X2
and DDX4 are upregulated in left gonads
of both sexes. Seven geneBARXL,
GDNF, DDX4, BMP3 CGNRH-R PITX2
and GJAD) are more expressed in the left
ovary (SeeBMP3 profile in Fig5) and five
genes GJB1 DDX4, GNRH1 PITX2 and
HSPB) are upregulated in the left testis
(SeeGJB1landGNRH1profiles in Fig5) in
all studied time-periods. At early ovarian
stages, nine genes are more expressed on
the left OAZL, WHSC1 SMAD7 EGR]
NOG, KIT, FSTL1 FRZBand,LOC771762
(corresponding to NTF3 protein)) while ten
genes are more expressed on the right
(F2R, NR5A2 FGF18 LHCGR GNRH]
JAK1l, TGFBR2 ACVR2A GREMJ] and
HOXA7. Moreover at latest ovarian
stages, eight genes are up regulated on the
left (IGF1, BMP2, LOC416998
(corresponding to NALP1 proteinESR2
ESR1 GAL, SSTand ACVR2A whereas
four genes are more expressed on the right
(PDGFRA CYP11A1 NROBL1 and FST)
(SeeFSTin Figh). At earlier testis stages,
eight genes are upregulated on the left
(BMPRIA BMPRIB IGF1, BMP2 BMP3
SSTandGJAD) while three genes are more
expressed on the right sideNHBA,
GATAG6 and ESR2 (See ESR2 profile in
Fig5). At late testis stages four genes are



more expressed on the leRAX5 NR5A2
IGF2R and IGFBP1) and six genes are
more strongly expressed on the right
(NR5A1 FGF10 CYP11A1l CGNRH-R
BMP5, NGFB, GREM1 and WNT4 (See
NR5A1profile in Figh).

Discussion

The chicken is an original model
species for studying sex determination and
differentiation. Indeed, among other model
species where the female is heterogametic,
only chicken is characterized by a high
degree of differentiation of sex
chromosomes Z and W which may be
considered as functional equivalent of
mammalian highly differentiated XY
chromosome system where the specific
small sex chromosome Y is shared by the
male. Obviously, this should have many
consequences on the regulation of genes
that trigger sex determination and gonadal
differentiation in this species. From this
point of view and taking in account the
others features of embryo development
such as the female reproductive system
asymmetry and the sensitivity of gonadal
development to the estrogens, chicken
embryo represents a very attractive
comparative model to study molecular
mechanisms leading to testis and ovary
formation. Our study brings valuable
information on the genes involved in
chicken gonadal differentiation. To this
end, we compared, by real-time RT-PCR,
the expression pattern of 110 candidate
genes. Theses expression patterns were
analyzed by a clustering method and
displayed in a color coded matrix. This
method has been already applied to study
genes involved in trout gonadal
differentiation [13]. First, it is worth
noting that the unsupervised classification

is consistent with the genetic sex and with
the time of sampling and clearly
discriminates two periods in male and
female gonad differentiation. The limit
between early and late male samples
presents a delay compared to the onset of
the histological differentiation which
occurs between day 6.5 and 7 [14]. This
can be explained by the fact that the fold
change in the RE of several genes
increases or drops in male gonads by day
8.5-9.5. For instance, this is the case of
PAX2 GATAZ2 AMH, GREM] PITX2
SST SOX9 DMRT3 INHA, INHBA
INHB, and PDGFRA Second, supervised
clustering discriminated four main gene
clusters, three of which (C1, C2 and C3)
contain genes exhibiting sexual
dimorphism and one cluster, C4, which
mainly contains early regulated genes
without sexual dimorphism including new
potential players GATAS SST GREM],
FRZB GATA2 and PAX2 of the
development of bipotential gonad. In the
same manner, some genes are upregulated
in latest periods in both sexes. This is the
case of several genes from cluster 2 as
IGF1, AQPL CYP11A1l EGR1 and PGR
from cluster 1.3. These genes could be
involved in gonad growth and androgen
production.

Estrogens are known to play a
critical role in avian sex determination and
particularly in cortex ovarian development
[15]. So, as expected, in cluster C3 with
ovarian specific signature, we found
CYP19A1 enzyme involved in estrogens
production [25-28] and his potential
regulator FOXL2 [16, 17]. In this
experiment, we also found that the genes
coding for other steroidogenic enzymes are
preferentially expressed in the ovary:
CYP17Al1 (C2.3) and HSD17B4 (C3)
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consistent with the fact that the embryonic
ovary produces more steroids than the
testis [23, 26, and 28]. One of the aims of
this study was to find new potential
regulators of enzymes involved in estrogen
synthesis in particular of aromatase as well
as estrogen targetSiIGFB is a member of
neurotropin, growth factors involved in the
survival, the maintenance and the
development of neuronal cells in central
nervous system as well as in peripheral
system [18-20]. These neurotropins are
also involved in the function of the
reproductive system [21-24]. In rodents
and humans,NGF mRNA expression
begins before primordial follicle formation
[23, 25, 26] and it is strongly involved in
ovarian development [22, 27-29NGF
seems to be a modulator of steroidogenesis
in granulosa cells of mammalian. Indeed,
this factor decreases progesterone
production and increases estradiol
production by regulation dcFSHRmMRNA
expression [30-32]. So, in the chicken
embryo, the fact thaNGFB is clustered
with CYP19A1suggests thaWGFB could

be involved in estrogen level regulation.
Moreover, in rat postnatal ovary, the
exposure to the estradiol increases the
intraovarianNGFB expression [33]. Thus,
NGFB could be regulated by the estrogens
during chicken ovarian development. One
particularly interesting finding of this study
consists in the fact that several members of
TGH3  exhibit sexually  dimorphic
expression profiles. Indeed, several
members of Bone Morphogenetic Proteins
(BMPs) are more expressed during ovarian
development and clustered witY P19A1
That is the case for transcripts of several
BMPs signaling moleculeBMP3 BMP4
andBMP?7). In the same manner, in cluster
2, that also contains genes which RE is
higher in the ovary such as CYP17A1, we

also found transcripts of signaling BMP
molecule (BMP2), of one receptor
BMPRIB and one inhibitory SMAD
(SMAD?7). It has already been shown that
BMP7 is early expressed (day 4.5/5) in
chicken gonadal mesemchyme. This
expression becomes female specific from
day 8 in the left and right medullae [34],
what is globally consistent with our results.
Similarly, in trout embryo, BMP7 is
overexpressed in female gonads BMP4

is not sexually dimorphic in this species
[13]. Moreover, in mouse embryos at the
time of gonadal differentiation (day 12.5),
BMP2 is ovarian specific and its
expression increases during ovarian
development [35, 36]. This expression is
not altered by depletion of germ cells, so it
is supposed to be in somatic cells [35]. In
murine testis cellular culture, BMP2 and
BMP4 have a mitogenic effect on germ
cells so BMPs seems to be involved in
germ cell proliferation [37, 38].
Nonetheless, in contrast to the findings in
chicken, BMP7 is more expressed in
mouse testis from day 10.5 [39]. So, all
these experiments obtained in different
vertebrates, show that the sexual
dimorphism of BMPs expression is not
totally conserved. In addition to a role on
germinal cell proliferation, in mammalian
and in the chicken granulosa cells, it has
been shown that BMPs modulate steroid
production [40, 41]; so these genes could
also be involved in the regulation of
steroidogenesis during avian gonadal
development. Moreover, GDF9 another
TGH3 family member also belonging to
this ovarian cluster, is an oocyte specific
factor in mammalian early-stage follicles
and seems to be essential for further
follicle progression [40]. Furthermore this
factor also regulates steroidogenesis by
inhibiting FSHRexpression [42]. Similarly



to our finding, FST has been found
overexpressed in the mouse ovary at
embryonic day E12.5 which is the time of
gonadal differentiation [43, 44].FST
generally neutralizes BMPs activities by
non competitive receptor binding [45, 46].
Furthermore, in mammals, FST acts
downstream of WNT4, in order to inhibit
the coelomic vessel formation that is male
specific. In chicken, in contrast to mouse,
there is no male specific vessel suggesting
another role for FST in ovarian
development. However, in mouse, FST is
also involved in maintaining of germ cells
in cortical region [35]. So this FST role
could be conserved in the chicken ovary.
Moreover, in this studyWNT4 is found
more expressed in male gonads at early
stages and in female gonads at later stages.
In a previous studyWNT4 have not been
found sexually dimorphic and its
expression was found downregulated at
later embryonic stages [9]. In the present
study, we also could observe a significant
decrease iNWNT4 expression, but only
during testis development. These
differences could be due to different
methods used for the analysis of mMRNA
expression. So this experiment highlights
that NGFB and BMP system could be
involved in  the regulation of
steroidogenesis which is crucial for ovarian
differentiation. The expression of another
gene of ovarian cluster CEMB belonging

to the Ig (Immunoglobulin) superfamily, in
chicken embryonic gonads has previously
been reported in both sexes at day 8 for the
ovary and at day 10 for the testis [47]. In
the present study we show thBMB is
highly upregulated in the embryonic ovary
at later stages, but it is preferentially
expressed in the testis around the period of
morphological differentiation of the gonad.
The function of EMB during gonadal

development as well as in adult gonads
remains unknown. Interestingly, in ovarian
clusters, several genes are localized on the
Z chromosome and thus are presented in
double copy in genetic males ZZ and in
unique copy in genetic females ZWST,
HSD17B4 SMAD2 SMAD7 FGF10 and
EMB), suggesting that their preferential
expression in the ovary is a consequence of
specific regulation.

In the C1 cluster, we found genes
that are specifically upregulated during
testis differentiation. Some of them have
been shown to be involved in vertebrate
testis differentiation including chicken,
(SOX9 DMRT1 or AMH) [1, 8, 9, 42-47]
and we used these genes to build the
testicular cluster C1. The dramatic increase
in AMH and SOX9expressions coincides
with the beginning of testis differentiation.
DMRTY in chicken as in fish, reptile and
mammals is more expressed in embryonic
testis [42-46]. DMRT1 is essential to the
initiation of testicular differentiation and
could be involved in the development of
Sertoli cells forming testicular cords [1,
48]. We found that the gendsSANCG
CFC], ADAMTS12 LOC427192
(corresponding to NIM1 protein) and
INHA joined the same cluster and are also
preferentially expressed in male gonads
during the first steps of male gonad
differentiation. Four of these genes
(FANCG CFCl, ADAMTS12 and
LOC427192 are Z linked. The important
fold change in the expression level of these
Z linked genes between embryonic testis
and ovary suggests that their preferential
expression in the testis is rather the
consequence of their specific regulation
than of the effect of the double Z
chromosome dosage. So these genes would
be good candidates to be early markers of
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male chicken gonadsFANCG (Fanconi
anemia complex G) is a member of a
complex formed by FANCA, FANCC and
FANCG and known to regulate germ cell
proliferation in mouse [49]. In trout
another member of this familf;ANCL, is
more expressed in embryonic testis [13].
ADAMTS12 (a desintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin
type 1 motifs) is particularly interesting,
because in addition to its role in the
remodeling of extracellular matrix and
angiogenesis, this protein has been
demonstrated to be an inhibitor 80X9
expression during in vitro chondrocyte
differentiation [50]. In the same manner
ADAMTS12 could be a modulator of
SOX9 expression during testicular
differentiation. The implication of other
ADAMTS family members in the gonad
differentiation and fertility has been
reported in invertebrate and mammals. In
mouse, ADAMTS19 is predominantly
expressed in the ovary at 8dpp [43] and
ADAMTSLis required for female fertility
and appears to be involved in ovulation
[51, 52], whereasADAMTS16is highly
preferentially expressed in the mouse testis
at E11.5 [51]. Moreover, gonad formation
in C.Elegans is disrupted when the
ADAMTSencoding gen&on-1is mutated
[52]. So these genes could be involved in
bipotential gonad formation as well as in
testicular or ovarian development.
Interestingly, another = member  of
ADAMTS family, also localized on the Z
chromosomeADAMTSL1(ADAMTS-like

1) was found in this study to be
preferentially expressed in the developing
ovary (Cluster3). ADAMTSL1 is the
member of ADAMTSL proteins subfamily
of ADAMTS family. In mouse and human
ADAMTSLL1 transcript was detected only
in skeletal muscle [53]. ADAMTSLs are

glycoproteins which, in difference with
ADAMTS, do not possess any enzymatic
domain [54, 55]. Their function is largely
unknown, but based on their structure and
localization their possible involvement in
cell-extracellular matrix adhesion and
regulation of ADAMTS protease function
is proposed [53]. So this study is the first
report on the expression and a potential
involvement of ADAMTS12 and
ADAMTSLL1 during gonadal development.
Another gene from this testis specific
cluster, LOC427192 codes for a
Serine/Threonine Kinase named NIM-1
which is a member of the AMPK-related
kinase family including also testis specific
genes SNRK and TSSKs [55-57] and this
gene is conserved in chimpanzee, dog,
cow, mouse, rat, chicken, zebrafish and
C.Elegans Little is known about this
protein; the NIM-1 expression has been
detected in many rat tissues but significant
levels of NIM1 activity were observed
only in the brain and in the testis [56]. So
this gene could have a role in chicken testis
differentiation and function. In contrast to
the ovarian preferential expression of
severaBMPsduring gonadal development
found in this study, genes coding for other
members of TGF family including
subunits a, BA and BB of inhibin are
upregulated in the developing testis. These
subunits are involved in the formation of
inhibins @BA or afiB) or activins BABA,
BABB or BBBB). This is the first report on
the sexually dimorphic expression 6B
inhibin subunit during gonadal
differentiation and early testis specific
expression ofx inhibin subunit. Sexually
dimorphic expression of inhibin subunit

in the chicken embryonic gonads at later
stages has been reported previously [57].
Inhibin secretion by the testis has been
shown higher compared to that by the



ovary [58, 59]. Inhibin A and activin A
have been found to modulate androgen
synthesis in testicular cells from 18 day old
chicken embryos in vitro [44]. In
mammals, the sexual dimorphism in
inhibin production and secretion has been
found in rat [60], sheep [61], and bovine
[62] as well as in human and nonhuman
primate [63]. In mouse, activin B has been
shown to contribute to the formation of the
coelomic vessel, a male-specific artery
critical for testis development [64].
However, as mentioned above, such
particular vasculature structure is absent in
the chicken embryonic testis. Moore et al.
hypothesized that inhibins and activins
could also regulate the interstitial cells
functions and increase spermatogonia
proliferation [65]. CFC1 is an another Z-
linked gene upregulated in the testis during
overall developmental period and encodes
for the co-receptor of another member of
TGHB family, nodal, which is known to be
largely involved in vertebrate embryonic
patterning including germ layers and left-
right axis specification [66]. In addition to
its role of nodal co-receptor, CFC1 has
also been shown to antagonize activin
signaling by binding to the complex
activin-ACTRIIA/IIB and preventing its
interaction with ACTRIB receptor [67]; sO
it could regulate activin activities in the
developing testis.

This study also highlights many
genes asymmetrically expressed between
left and right developing gonads. The
absence of a specific cluster for these
genes could be explained firstly by the fact
that they are asymmetrically expressed at
different periods of gonadal development
and in different sexes. So, only few
number of genes exhibit similar
asymmetric expression profiles. Secondly,

the clustering is mainly constrained by the
differences in gene expression levels in
ovarian and testis samples on one hand and
in early and later samples on the other
hand. As expected, we found tHT X2 is
more expressed in left gonads compared to
right gonads in both sexes. PITX2 has been
shown to be involved in the asymmetric
development of the ovary [68]. In addition,
two genes specific to germ cellBDX4
andDAZL, are upregulated in the left testis
and left ovary and early left ovary
respectively. This is consistent with the
fact that germ cells colonize more the left
side of the intermediate mesoderm than the
right side [69]. Furthermore, several other
genes are specifically upregulated in the
left ovary BMP3 NOG, GDNF and
CGNRH-R or in the left testisEMPR1B
IGF1, GNRH1landGJBJ]). The presence of
genes differentially expressed between the
right and the left male gonads, which both
become functional testes, could reflect the
primary asymmetric program present in the
gonads of both sexes. Inde®&dT X2 which

is essential for the establishment of the
asymmetry is overexpressed in the left side
in both sexes [68, 70]. Moreover, the right
testis retains the potential for the
regression, which could be induced by the
estrogens while the left testis develops in
an ovary or ovotestis under the same
conditions [15, 71, 72]. The genes
preferentially expressed in the female left
gonad which will become a functional
ovary, could play a role in the development
of the cortex, which occurs only in the left
side. Indeed, genes whose expression is
restricted to the medulla as for example
those coding for steroidogenic enzymes or
FOXL2 do not exhibit significant
asymmetry in their expression patterns.
However this potential role in the
development of the cortex of female left

~71 ~



side upregulated genes should be
confirmed by their cellular localization.
Moreover some genes are specifically
increased in the right ovary which
regresses from day 8; that is the case of
FST, SMADG PAX2or FSHB These genes
could be markers of ovary digenesis.

To conclude, this study draws a
picture of gene expression during chicken
gonadal development from undifferentiated
gonads up to latest embryonic testicular
and ovarian stages before hatching, which
reveals strong similarities of chicken gonad
sex differentiation with that of other
vertebrate species as well as several
specific features of this process in chicken.
This study also identified new candidate
genes which could be potential actors of
female and male pathways and L-R gonad
asymmetry in chicken whose roles should
be further investigated. Our findings also
suggest that gonad differentiation in
chicken involves complex interplay of
different members of TGFprotein family
where the precise function of each
molecule remains to be elucidated.

Materials and Methods

Animals:

Fertilized eggs from White Leghorn
chicken were incubated at 37.8°C and 40%
humidity. Then, the eggs were removed
every half day between day 5.5 and day
7.5, every day between day 7.5 and 10.5
and every two days between 10.5 and 18.5.

Tissues collection:

At each stage, the left and the right
gonads were dissected separately, put
individually in RNAlater® (Ambion) and
stored at -20°C. Small piece of
extragonadal tissues from each embryo

were dissected, frozen immediately in

liquid nitrogen and stored at -80C* prior to

sex determination. After sexing of embryos

the gonads were pooled according sex,
stage and side. Two pools of gonads were
combined for each time point analysis.

Samples were stored in RNAlater® at -

20°C until RNA extraction.

Genetic sexing of chicken embryos:

Genomic DNA was extracted
according to Estoup et al. [73]. Small
pieces of tissues were incubated for 2
hours at 55°C in 0.2 ml of 10% Chelex100
resin  (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France) containing 200ug/ml. proteinase
K. After inactivation of proteinase K by
heating at 99°C for 10 min, samples were
centrifuged at 10,000 g for 1min. PCR
sexing was performed on 2 pl of genomic
DNA as described by Clinton [74].

Total RNA extraction and Reverse
Transcription:

Total RNA was extracted using TRI
Reagent (Euromedex, Mundolsheim,
France) according to the manufacturer’s
instructions. RNA quality and
concentration were determined using an
Agilent 2100 Bioanalyser and the RNA
6000 labchip kit (Agilent technologies,
Massy, France) according to the
manufacturer’s instructions. For cDNA
synthesis, 2 pg of total RNA were treated
with 1 unit of RQ1 RNase-free DNase
(Promega, Charbonniere, France)
according to the manufacturer’s
instructions and then denatured in the
presence of the mix of oligodT (250ng)
and random hexamers (62.5ng) for 5 min
at 70°C. Reverse transcription (RT) was
performed first at 25°C for 10 min and
next at 42°C for 50 min using Moloney



murine leukemia virus reverse
transcriptase in the presence of dNTP
(0.5mM) and RNAsine (RNAse inhibitor,
20U). (All products from Promega,
Charbonniere, France).

Primer design:

Chicken candidate genes were
chosen according to a literature survey on
the basis of their involvement in the sex
differentiation cascade in vertebrates or
more generally in the embryogenesis and
reproduction (Supplemental data, table 1).
The chicken sequences were searched in
international public databases. New
chicken genes were verified to be true
orthologs of mammalian genes using a
reciprocal blast hit strategy [75]. The
physical localization of genes identified on
chicken chromosomes was retrieved from
both mapview [76] and from blat search
[77]. The primers were purchased from
Eurogentec (Seraing, Belgium) or from
Sigma Genosis (St-Quentin  Fallavier,
France).

Real time PCR:

Real-time RT-PCR (gPCR) was
carried out on an AbiPrism 7000 (Applied
Biosystems). Reactions were performed in
20 pl with 200 nM of each primer and 5 pl
of a 30X dilution of the RT reaction and
the gPCR Mastermix plus for SybrGreenl
(Eurogentec, Angers, FranceEEF1Aand
RPL15 were used as reporter genes to
normalize expression levels of genes
assayed. Two independent runs were
performed for each reporter gene. For each
set of primers, the efficiency of the PCR
reaction (linear equation: y= slope +
intercept) was measured in triplicate on
serial dilutions of the same cDNA sample
(pool  of reverse-transcribed RNA

samples). Real-time PCR efficiency (E for
each reaction were calculated using the
following equation (E= [10 (1-siopeyl]).
Melting-curve analysis was also performed
for each gene to check the specificity of
RT-PCR products. The relative amount of
the target RNA (R) was then determined
using the following equation:

R= E_Ct gene/ mean (RCLEFIA RC2EEr1A
RclrpLis RC2RrpL19

in which, Ct is the cycle threshold and Rc1
and 2 are corrected relative reporter gene
expressions for the run 1 and 2 calculated
as explained below. In order to take into
account only fold changes in the

expression levels of reporter genes
between samples but not the differences in
the expression levels of reporter genes in
the sample, the expression levels of
reporter genes in each sample (sample

was adjusted against the relative amount of
EEF1A of the runl (EEF1A-run 1) in one

of two, day 14.5 left female gonads

samples (LFG-14.5) according to the

equation:

— Ct (EEF1A —run 1 in LFG -14.
Rc reporter- E EEF1A ( %%

E ACt (reporter)
reporter

Where

AC reporter = Cteporter in LFG -14.5 Ct reporter in

sample i
Data Analysis:

Real time PCR data were used to
classify genes and biological samples using
the hierarchical clustering method [78]
implemented in the T-mev software
(MultiExperiment Viewer). The expression
levels were first log-transformed and then
the rows (genes) were median-centered and
normalized, and the columns (samples)

~ 73 ~



were normalized. Unsupervised or

supervised complete linkage clustering
with the Pearson correlation coefficient as

a similarity metric was used in order to
classify biological samples or to group

together genes with a similar expression
pattern. In order to distinguish between
missing values due to PCR anomalies

(grey colour on the fig 3) and

undetermined values due to a too weak
gene expression level in the samples, we

attributed a very low value (1x1d to

these last samples, before proceeding with
the clustering. This was done only in the
case of data obtained for CYP19A1
transcript measurement in  males gonad
samples, in which this gene is normally
very weakly expressed and therefore is
often undetermined by real time RT-PCR.
To validate the most significant differences
in gene expression profiles, we used the

“Significant Analysis for Microarrays”
(SAM) software [79]. For all SAM

analyses, we used the lowest false-

detection rate possible and the associated
value to determine the list of significant

genes  whose relative  expression
differences changed at least by 1.5 fold.
The SAM analysis was carried out in order

to identify significant differences between

the different expression patterns. As the

fact that only left ovary becomes

completely functional, the comparisons of

expression levels between testis and ovary
as well as between earliest and latest
samples were made using left gonads. We

compared: A) all left male and female
samples; B) left “early” female and left
“early” male samples; C) left “late” female
and left “late” male samples; D) left
“early” and left “late” female samples E)
left “early” and left “late” male samples ;
F) left and right female samples; G) left
and right “early” female samples; H) left

and right “late” female samples; ) left and
right male samples; J) left and right “early”
male samples; K) left and right “late” male
samples.
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Supplementary figure 1: Scatter plots of 110 genesnRNA levels obtained from

biological sample duplicates (Left ovary 1 vs Lefovary2; day 12.5).

Each black spot denotes a data point. The diaddaek line denotes the identity X=Y.
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Figure 1: Classification of the biological samplesising an unsupervised average linkage

clustering of the gene expression profiles.

LO: left ovary; RO: right ovary; LT: left testiRT: right testis
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Figure 2: Supervised average linkage clustering ol10 gene expression profiles in

chicken right and left male and female gonads.

Each row represents a gene, and each column refgsessample. The samples at the
top of the image are supervised according to sedgland female), according to the side (left
or right) and according to the development stage tiEach cell in the matrix corresponds to
an expression level, with blue for underexpressi@tliow for overexpression and black for
gene expression close to the median (see the cstale). The significant genes determined
by SAM analysis are represented on the right offifpgre. A) Analysis of all left female
samples vs all left male samples (FDR: 0.5%mglue: 0.615). B) Analysis of early left female
samples vs left early male samples. (FDR: 1/4/&lue: 0.705) C) Analysis of late left female
samples vs late left male samples (FDR: 1.1A&lue: 0.664). D) Analysis of early left
female samples vs late left female samples (FDR:3tAvalue: 0.252). E) Analysis of early
left male samples vs late left male samples (FD#&8;]1Avalue: 0.186). F) Analysis of left
female samples vs right female samples (FDR: 6A3%@jue: 0.261).G) Analysis of left vs
right earliest female samples (FDR: 2.Malue: 0.734). H) Analysis of left vs right latest
female samples (FDR: 12.8Ayalue: 0.294). 1) Analysis of left male samplesright male
samples (FDR: 6.2%value: 0.383).J) Analysis of left vs right earliésstis samples (FDR:
3.491; Avalue: 0.437). K) Analysis of left vs right latasstis samples (FDR: 3.88yalue:
0.083). Red asterisks indicate an overexpressidantale gonads, blue asterisks indicate an
overexpression in male samples, brown asteriskisatelan overexpression in late group of
samples, orange asterisks indicate an overexpressiearly group of samples, dark green
asterisks indicate an overexpression in left gorsamisclear green indicate overexpression in
right group of samples. Genes are grouped on tlses lmd similarity of their expression
pattern across all samples, and particular clasteguoted on the right side of the picture.
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Figure 3: Expression profiles of some representatesgenes from the four main clusters

(C1 to C4) identified during male and female

Cluster C1.2: INHA (inhibin alpha) and; cluster C1.3ADAMTS12 (ADAM
metallopeptidase with thrombospondin type 1 molig) and LOC427192 (similar to
hypothetical protein MGC42105); cluster %P2 (bone morphogenetic protein 2) aAR
(Androgen receptor); cluster CBMP3 (bone morphogenetic protein 3) aitSD17B4
(Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4); CluS#rPAX2 (paired box 2) andGREM1
(gremlin 1). For each histogram, female samplesegpessented by black squares and black
lines and male samples by open squares and dattedResults are represented with an
arbitrary scale as the ratio between the expressiothe specific gene and the mean
expression ofEEF1Aland RPL15 Each square represents the mean of two different
measurements from different biological samplestlier same male or female population and
same sampling date.



FST

as
a0

L A =
35 »— 0,000035
o 30 / \\ // AN 0,00003
25 / N\ 0,000025
c 20 7 \ I - - 0,00002
© e i, a7 4/\ 0,000015
[} 10 - - —- 0,00001
5 W= 0,000005
E o ™ s v T T T ™ ™ - d o +
_— 5.5 -] 6.5 7 7.5 8.5 9.5 10.5 12.5 145 5.5 & 6.5 7 7.5 B85 9.5 105125 14.5
-t
@ KIT GJB1
) 1.8 20
1.6 T 18 [:
3 — 1.4 sl _om 16
c — 124 m L8 - 14
= 10 % R { - i N
Y= - o8 - - s
o oal =" - a1 \ 2
) o 024 ™ ‘2) _—o——o= o—ﬂ'""\\?,xy/
o
c m 55 6 65 7 7.5 B85 95 105 125 145 55 6 65 7 7.5 85 95 105 125 145
4]
©
o= GREM1 NR5A1
=5 .
© = 071 = 150
£ < 06 \\‘ o0 O -0
S 0.5 ~ - 1 -
kol ~ a o
: h s
e o — 1 et .
O m 0.2 _/_,g—f\ S
'a [TT] 014 ™ it VT o+
~— o= 55 6 65 7 75 85 95 105125145
8 55 & €5 7 7.5 85 B85 105125 145
e
£ BMP3 GNRH1
é ; 0,35
0,3
5 0,25
(] a 02
> a 0,15 —O-
- 2 - T 0.1 E{‘c):-o -Q
—o—O< - S ~
8 -l I . ——— T e
& ° "ss 6 65 7 75 55 85 105 125 145 55 6 65 7 75 85 95105125145

Day of incubation
Ovary Testis

Figure 4: Expression profiles of some representateszgenes witch present an asymmetric

expression between left and right gonad

FST (Follistatin); KIT (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral ogeoe
homolog);GREM1(Gremlin 1, cysteine knot superfamily, homolog (¥pus laevis)BMP3
(bone morphogenetic protein ISR2(estrogen receptor 2 (ER bet&JB1 (gap junction
protein, beta 1, 32kDaNR5A1(nuclear receptor subfamily 5, group A, memberG)RH1
(gonadotropin-releasing hormone 1 (luteinizing-aslag hormone). Male and female
expression levels are represented by open circldsbiack squares respectively. Right and
left gonad expression levels are represented edldihe and black line respectively. Each
dot represents the means of two different measurEmeorresponding to two different

biological samples for the same male or female [adjmm or same sampling date.
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Figure 14: Représentation de I'expression dimorphique des @mnents de la superfamille du TG.

Les éléments roses sont surexprimés dans I'ovaidid que les éléments en bleu ¢
surexprimés dans le testicule au cours de la difi@ation du sexe. Les éléme en jaunes
sont des éléments de la voie de signalisation @&Fp qui ne pésentent pas de différenc
d’expression entre les gonades des deux sexes @€lments en gris n'ont pas été étu



Discussion et perspectives :

Parmi les génes identifies comme préférentiellenexmirimés dans le testicule en
différenciation,LOC427182apparait comme un candidat particulierement isténat. D’'une
part, il est retrouvé dans le méme groupe gA®IH. D’autre part, il code pour une protéine
similaire a une sérine/thréonine kinase qu’est NIt chez le rat, 'expression de ce gene
est retrouvée dans de nombreux tissus mais I'setde la protéine n'a été observée qu'au
niveau du cerveau et du testicule (Jaktehl, 2005). Des premiéres analyses préliminaires
réalisées par immunohistochimie sur des coupe®dadgs embryonnaires de poulet tendent
a confirmer la traduction préférentielle de cettet@ne lors de la différentiation testiculaire.
Dans ce cluster contenanAMH se trouve également le geABAMTS12qui est porté par le
chromosome Z. Ce géne code pour une métalloprotégsmuée dans les mécanismes de
remodelage de la matrice extracellulaire et pougigisi participer a la réorganisation de la
médulla lors de la mise en place des cordons st&renau cours de la différenciation du
testicule chez le poulet. D’autre part, dans lesndnocytes, ADAMTS12 est un inhibiteur de
I'expression deSOX9(Bai et al, 2009), suggérant que ce géne pourrait égalerdant le
testicule embryonnaire de poulet, participer a dgufation de I'expression de ce gene

testiculaire

Une des observations majeures de cette étude eshida en évidence d'un
dimorphisme sexuel dans I'expression des genescpadar des membres de la superfamille
du TGH (Transforming Growth Factor Beta). En effet, pbuss genes de la sous-famille des
BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) sont préféréatieent exprimés dans I'ovaire tandis
que les genes de la sous-famille des inhibinewitaes sont préférentiellement exprimés dans
le testicule (Figure 14). Le fait queMP4, BMP3 et BMP7 soient regroupés dans le méme
cluster queCYP19Alet son régulateur potentieDXL2 et queBMP2 et un de leurs récepteur
BMPR2soient exprimés dans le méme cluster Gyé*11Alet CYP17Alsuggérent que ces
molécules pourraient réguler la stéroidogénese apimerveés dans les cellules de granulosa
des mammiféres et de la poule (Onagbedai, 2003; Knightet al, 2006; Al-Musawiet al,
2007; Eliset al, 2007). L'expression préférentielle 8VP7 est en accord avec les travaux
d’Hoshino et al. qui montrent pdrybridation in situque ce gene est exprimé de facon
similaire dans les gonades des deux sexes au jeuest a partir du jour 8 détecté que dans la
meédulla de I'ovaire gauche (expression faible danaire droit et absente dans le testicule)
(Hoshinoet al, 2005).
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Cette expression dans la médulla, lieu d’expresdemenzymes de la stéroidogénese
(Nishikimi et al, 2000) renforce I'nypothese d’une action des BMBsla stéroidogénese.
D’autre part,BMP7 et BMP3 sont préférentiellement exprimés dans I'ovaire chauqui
deviendra l'ovaire fonctionnel renforcant I'hyposlee que ces BMPs participent a la

différenciation de I'ovaire.

De plus, au cours de la différenciation gonadidas,genes codant pour les sous-
unités des Inhibines et des Activines ainsi qu'um ldurs récepteurs ACVR2B sont
préférentiellement exprimé dans le testicule emm@tavec des études précédentes (Rombauts
et al, 1993). En effet, la sous-unitédes Inhibines est plus exprimé dans le testiculpar
14, 18 et 21 (Satet al, 2001). De plus, lors de cultures dissociées dasades embryonnaires
au jour 18, les cellules testiculaires sécreterst migeaux plus élevés d’inhibine que les
cellules ovariennes (Rombautt al, 1996). Chez les mammiféres, l'activine induit la
prolifération des cellules germinales dans les wties cellules germinales-cellules de
Sertoli de rat tandis que I'Inhibine limite la pféfation des spermatogonies de souris ou de
hamster (van Dissel-Emiliargt al, 1989; Matheret al, 1990). D’autre part, I'Activine lors
de ces co-cultures chez le rat, entraine une ré@eon des structures ressemblantes aux
tubes séminiferes suggérant que I'activine pariaj a la mise en place de ces structures

dans le testicule embryonnaire (Matleeal, 1990).

Ainsi les BMPs pourraient étre nécessaires au dppelment ovarien et les activines
/inhibines pourraient étre impliqués dans le dgwedmnent testiculaire. Cette hypothese est
renforcée par le fait que le gene codant pour llsstatine qui est un antagoniste préférentiel
de la voie des Activines soit plus exprimé dansdice que dans le testicule. D’autre part,
c’est la premiere étude montrant que les SMAD®@urs intracellulaires de la signalisation
des membres de la superfamille des PBYs6ont exprimés au cours de la différenciation

gonadique du poulet, suggérant que ces voies dalsgtion peuvent étre fonctionnelles.

Parce que ces molécules de la superfamille du TGFB sont impliquées dans de
nombreux processus de la reproduction (Fabre et al, 2006; Knight et al., 2006) et
notamment via une régulation de la stérvoidogénése qui joue un vole important lors
de la différentiation gonadique chez le poulet, nous avons focalisé la suite du travail
de thése sur (Cétude fonctionnelle d'un des membres de la famille des BMPs qu’est
BMP4.



Partie Il : Etude de I'implication de BMP4 au
cours de la différenciation gonadique chez le

poulet
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I- Présentation générale du systéeme TGFf

Cette présentation non exhaustive du systeme dd¥} BSt basée sur les revues
suivantes: (Massague, 1998; ten Digeal, 2000; Knightet al, 2003; Shiet al, 2003;
Massaguet al, 2005; Gazzerret al, 2006; Itmaret al, 2006; Knightet al, 2006; Linet al,
2006; Onagbesaet al, 2009).

1- Présentation du systeme TGFf3

a- Les ligands

La superfamille des TGFcontient une quarantaine de ligands extracelesagui sont
impliqués dans de nombreux processus physiologigaescours du développement
embryonnaire comme chez 'adulte. En effet, ilstsmpliqués dans la progression du cycle
cellulaire, dans la différentiation cellulaire, dafe développement embryonnaire et en
particulier dans la mise en place des asymétriass des phénomenes d’adhésion ou de
mobilité cellulaires. Au sein de cette superfamilleest retrouvé des sous-familles que sont
les TGPBs (TGH1, TGH2 et TGHB3), les BMPs, les GDFs (growth differentiation tas),
les activines et les inhibines (activine PABA), activine B (BpB), activine AB (ABB),
inhibine A @BA) et inhibine B {fB)) les GDNFs (glial cell derived neutrophic fagtddodal
ainsi que I’AMH. Ces ligands agissent en formard demo- ou hétéro-diméres grace a des
ponts disulfures. En effet, ces ligands possédans deur séquence sept cystéines dont six
vont permettre la formation de trois ponts disdfuimternes tandis que la derniere cystéine
va s’'associer a la septieme cystéine d’'une autit® permettant la dimerisation. Certaines
experiences suggerent que I'’hétérodimeérisatioragrrait une signalisation plus efficace que

celle exercée par les homodimeres.

b- Les récepteurs
Les ligands extracellulaires dimerisés se lienh@ association de deux récepteurs de
type 1 et deux récepteurs de types 2. Ces récspt@msmembranaires présentent dans leur
région intra-cytoplasmique des activités serinétthine kinase. La liste de ces récepteurs et

des ligands qui s’y rapportent est illustrée pardéleau 1.



Récepteurde | Récepteurde Ligands

ALK1 TGFBRII TGFBs 1,5et8
BMPs
ACVR1A (ALK2) ACVRIIA GDFs 1,5et 8
ACVRIIB BMPs
BMPRII Activines
BMPR1A (ALK3) ACVRIIA GDFs 1,5et8
ACVRIIB BMPs
BMPRII
ACVR1B (ALK4) ACVRIIA TGFBs Z2et3
ACVRIIB Activines
Nodal
BMPs
ALKS ACVRIIB TGFBs 2et3
TGFBRII Activines
BMPRIB ACVRIIA BMPs 1,5et8
ACVRIIB GDFs
TGFBRII
ALK7 ACVRIIA Nodal 1.5et8
ACVRIIB TGFBs
TGFBRII Activines

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des récepteurs utiéés par les ligands du systeme T@Hd'apres Itman et
al., 2006).
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Les mécanismes d’activation de ces récepteursreliffeoour les BMPs et les sous-
familles des TGP et Activines. Les BMPs présentent une affinitésplmportante pour les
récepteurs de type 1. L'activation des récepteartyde 1 augmente leurs affinités pour les
récepteurs de type 2. A linverse, les ToSFet les Activines ont une forte affinité pour les
récepteur de type 2 et aucune affinité pour lepteee de type 1 lorsqu’ils n'y sont pas
associés. Lorsque les récepteurs de type 1 etpee2tge sont liés, le récepteur de type 2 qui
est constitutivement actif phosphoryle la séqueB8e(TTSGSGSG) présente dans la région
intra-cytoplasmique du récepteur de type 1, le aahdctif (Wellset al, 1999; Gilboaet al,
2000).

c- Les effecteurs cellulaires

Les récepteur de type 1 ainsi activés vont phogtéroles effecteurs intracellulaires
gue sont les R-SMADs (mother against decapentapl@gisophila). Les TGFs et Activines
vont induire via leurs récepteurs la phosphorytaties SMADs 2 et 3 tandis que les BMPs et
I’AMH induisent la phosphorylation des SMADs 1,58&tCes R-SMADs phosphorylées vont
se lier a une SMAD commune qu’'est SMAD4. L’assacratdes R-SMADs avec la SMAD
commune va étre transloquée au noyau afin d’ackeanscription de genes cibles. Il existe
également deux SMADs inhibitrices, SMAD6 et SMADJI geuvent se lier aux récepteurs

mais ne sont pas phosphorylables.

d- Les antagonistes
Il a été identifieé différents antagonistes extradaires de la voie des T@Fui se
lient aux ligands interférant avec leurs capadi@diaison aux récepteurs limitant ainsi leurs

activités.

La follistatine est un antagoniste qui a une fatinité pour les Activines et plus

faiblement pour les BMPs (Thompsenhal, 2005).

Noggin est antagoniste spécifigue des BMPs quiesg &vec une forte affinité pour
BMP2/4 et plus faiblement pour BMP7 (Zimmernetral, 1996).



Chordin est également un antagoniste des BMPsasedi BMP2/BMP4 (Piccolet
al.,, 1996). D’autre part, Tolloid/BMP1 code pour unétatioprotéase exercant une activité
chordinase. Le clivage de chordin entraine aloeslib@ération des formes actives des BMPs
favorisant leurs actions (Larraet al, 2000). L’action de BMPL1 sur la biodisponibilitésd
BMPs a été étudiée en choisissant un modele dameell I'action des BMP est bien
documentée et que sont les cellules de granulasa\Cette étude est présentée en annexe
de cette these.

Les membres de la famille DAN (DAN, Cerberus, GremiCaronte) sont des
antagonistes de la voie des BMPs et des ActiviHasldndet al, 1997).

L’existence de pseudo-récepteurs intervient égaienuans la régulation de la
signalisation par les membres de la superfamill§ G&p. Les betaglycans et les endoglines
sont des protéines transmembranaires sans aaaigmatique (Lopez-Casillas al, 1991;
Cheifetzet al, 1992). Ces molécules peuvent d’une part faciliteteraction du TGB2 a
leurs récepteurs de type 2 favorisant leur sigatidia mais elles peuvent également se lier a
I'Inhibine favorisant dés lors une liaison des Autes et des BMPs a leurs récepteurs (Lewis
et al, 2000; Wiateet al, 2003).

BAMBI (BMPs and Activins Membrane-Bound Inhibita¥t un pseudo-récepteur qui
se lient a certains récepteur de type 1 mais nsépamt pas d’activité kinase, il ne pourra
induire la phosphorylation de ce récepteur de tyfdoquant ainsi la transduction du signal
(Gumiennyet al, 2002).

Cripto est un corécepteur pour la voie de signidisale nodal. Nodal et les Activines
utilisent les mémes récepteurs; cependant lorsquaaiNest lié a Cripto, il augmente son
affinité pour le récepteur favorisant son inter@acten défaveur de celle des Activines (Gray
et al, 2003).

2- Implication dans la gonade male

a- Implication dans le testicule embryonnaire
Au cours de la différenciation gonadique, l'impticn des membres de la
superfamille du TGF a principalement était démontrée pour leurs rdiguia de la

gameétogénese.
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Les BMPs seraient impliqués dans la formation defsiles germinales primordiales
au sein de I'épiblaste. En effet, chez la souiis/élidation de BMP4 et BMP8 entraine une
absence de développement des cellules germinadegsfinet al, 1999; Yinget al, 2001)
tandis que l'invalidation de BMP2 conduit a une mhation du nombre de ces cellules (Zhao
et al, 2002). Les BMPs patrticiperaient a la spécificatite la lignée des cellules germinales

primordiales dans I'épiblaste.

Les TGP seraient également impliqués dans les phénoménesirdie des cellules
germinales. TGF 1 et 2 sont exprimés par les cellules de Senwbrgonnaires de rat au jour
14.5 post-coitum et induiraient I'apoptose desutedl germinales par linhibition de la
progression du cycle cellulaire en phase G1 (Laveeh996; Olaset al, 1998; Cuppet al,
1999).

De plus, au cours du développement du testiculeymbaire de souris, il est observe
une augmentation de I'expression des sous-unitésp des inhibines /activines avec une
augmentation plus importante de la sous-uaigggérant une expression préférentielle des
inhibines (Smalkt al, 2005).

b- Implication dans le testicule post-natal
Les Activines et les Inhibines influencent le dépgement et la fonction du testicule
en régulant la sécrétion de la FSH par I'hypoph@Emk et al, 2004; de Kretseet al, 2004)
mais ils présentent également des effets paracrines

Les activines (Boitanet al, 1995; Buzzardet al, 2003), chez le rat, augmentent la
prolifération des cellules de Sertoli induite par FSH et d’autre part, entrainent la
prolifération des spermatogonies lors de co-culawec des cellules de Sertoli (van Dissel-
Emiliani et al, 1989). Cependant, I'ajout de follistatine quidpe I'activité des activines sur
ces co-cultures montre une augmentation des spegoraes sans changement du nombre de
gonocytes suggérant que la diminution des activeeeait nécessaire a la différenciation des
gonocytes (Meehaet al, 2000).

Le GDNF, sécrété par les cellules de Sertoli deriso(Tadokoroet al, 2002),
intervient dans le maintient des spermatogoniestat lindifférencié (Kanatsu-Shinohaea
al., 2003; Kanatsu-Shinohaet al, 2005). De plus l'invalidation de ce géne chezsdaris
entraine une infertilité avec un stock de spernm@igy qui ne poursuivent pas leur
différenciation et qui finissent par entrer en apsp.



Les TGH1, 2 et 3 participent a la régulation de la forimatde la barriere hémato-
testiculaire. En effet, TGR perturbe cette mise en place en diminuant le merdb tight-
junctions (Luiet al, 2001, 2003a; Luet al, 2003b)

3- Implication dans la gonade femelle

Les membres de la superfamille du TP&Hent impliqués dans de nombreux aspects du
développement folliculaire chez les mammiféres ammant le recrutement des follicules
primordiaux, la prolifération des cellules de ghasa et des cellules thécales, les
phénomenes d’atrésie, la régulation de la stér@iuege, 'expression des récepteurs aux
gonadotropines, la maturation ovocytaire, I'ovuatiet la lutéinisation. Quelques un de ces

aspects seront présenteés ici.

Chez la plupart des mammiferes, la réserve ovagieamfollicules primordiaux est
établie pendant la vie embryonnaire. La sortiefdisules de cette réserve débute pendant la
vie embryonnaire et se poursuit pendant la vietadusqu'a I'épuisement de la réserve et

I'arrét de la folliculogénese.

a- Les facteurs ovocytaires

GDF9, BMP15 et BMP6 sont exprimeés par les ovocytes des follicules giies des
rongeurs et des follicules primordiaux des rumisgMcGrathet al, 1995; Bodensteinest
al., 1999; Jaatinemt al, 1999; Elvinet al, 2000; McNattyet al, 2000) ainsi que par les
ovocytes des poules adultes (Johnsbal, 2005; Eliset al, 2007). Ces genes sont impliqués
dans la progression folliculaire ; en effet I'inntion du gen&DF9 chez la souris entraine
une infertilité avec un arrét du développementidolaire au stade primaire (Dorgg al,
1996). De méme, les mutations naturelleBMP15 et GDF9 chez la brebis entrainent une
hyper-prolificité a I'état hétérozygote et une #itér & I'état homozygote (Gallowagt al,
2002; McNattyet al, 2005a, b).

D’autre part ces facteurs ovocytaires régulentéaosdogénéese stimulée par la FSH.
En effet, GDF9, BMP6 et BMP15 diminuent la sécmétile progestérone induite par la FSH
dans les cellules de granulosa de rats en diminigivité de I'adénylate cyclase (activée
par la FSH) et en diminuant I'expression du réagpéela FSH (Vittet al, 2000; Otsukaet
al., 2001a; Otsukat al, 2001b).

De plus GDF9 est également inhibiteur de I'actidé&l’aromatase (Yamamot al,

2002). De facon similaire, chez le poulet, BMP1bilbe la synthése de progestérone induite
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par la FSH mais inhibe également la production lbaddis et al, 2007). Néanmoins, a la
différence des mammiféres, BMP15 stimule I'expm@ssies récepteurs LHR et FSHR (Al-
Musawiet al, 2007).

b- Les inhibines/activines
Les follicules ovariens des mammiferes exprimerg &dus-unités du systéme
activine/inhibine au stade de follicule primaireupdes sous-unitégB, au stade de follicule
secondaire pour les sous-unitést 'antagoniste qu’est la follistatine ainsi das sous-unités
BA au stade de follicule a antrum (McNaéial, 2000; Montgomert al, 2001).

Les activines interviennent dans la croissancectddlire in vitro des follicules pré-
antraux de souris (Smitet al, 1998; Liuet al, 1999) et du rat (Zhaet al, 2001) en
stimulant la prolifération et la différenciationsdeellules de granulosa (kt al, 1995; Miro
et al, 1996; Zhaoet al, 2001). Cependant, l'activine ne régule pas lagmssion des
follicules primaires ou secondaires chez les boemsme le montre le nombre constant de

ces follicules lors des cultures de cortex d’owaieetaux (Fortunet al, 2000).

D’autre part, les activines interviennent dansdgutation de la stéroidogénése. En
effet, I'activine stimule l'activité de I'aromataset la production d’cestradiol et inhibe la
production de progestérone par les cellules deujpaa bovines en culture et retarderaient
ainsi les phénomeénes d’atrésie et de lutéinisdtioret al, 1995; Miroet al, 1996; Zhacet
al.,, 2001). De plus, I'activine régule I'expression ideepteur a la FSH dans les cellules de
granulosa de rats (Xiaet al, 1992). Chez le poulet, les activines stimuleexpression des
récepteurs aux gonadotropines (LHR et FSHR) dasd#ules de granulosa des follicules
pré-hiérarchigues (Johnsemal, 2006). Cependant, a I'inverse des mammiférestiVime A

augmente la production de la progestérone (Detvad, 2001).

Les actions des inhibines varient selon les esp&gesgffet, I'inhibine A augmente la
production d’cestradiol induite par la FSH dansclgfules de granulosa des brebis (Campbell
et al, 2001) mais inhibe cette synthése dans les csllléegranulosa des bovins (Jimenez-
Krasselet al, 2003). D’autre part, les inhibines stimulent faguction des androgenes par les
cellules thécales des follicules humains, bovingn® et des rongeurs (Hsuet al, 1987;
Hillier et al, 1993; Wrathalket al, 1995; Campbelkt al, 2001).

Chez le poulet adulte, la sous-unitéest peu exprimée au cours de la période pré-
pubére et son expression augmente juste avantsia em place de la puberté suggérant que



I'inhibine jouerait un réle dans ces mécanismesvélcet al, 2000, 2001; Onagbesa al,
2004). Dans les cellules de granulosa cultivées fd#igules hiérarchiques F4/F5, les
hormones gonadotropes augmentent I'expressionalssunités: mais sans changement des
niveaux de protéines seécrétées (Daetsal, 2000). L'Inhibine A n'a pas deffet sur
I'expression des récepteurs LHR et FSHR (Johmsah, 2006).

c- Les TGFp
Chez les ovins, les 3 isoformes des P&Bnt exprimés par I'ovaire. Par exemple,
chez l'ovin, elles sont exprimées par les celldlesgranulosa des follicules primaires et par
les cellules thécales des grands follicules a an{dcNatty et al, 1999; Montgomert al,
2001). Les effets de ces T@Bont variables selon les espéces et les stadeslfgtes et
peuvent induire ou inhiber la prolifération deslules de granulosa et des cellules thécales
(Skinneret al, 1987; Robertgt al, 1991; Lerneet al, 1995).

Les TGIB agissent sur la stéroidogénese en augmentaniotgiion d’cestradiol
induite par la FSH et en inhibant la synthése dggstérone dans les cellules de granulosa de
rats (Zhanget al, 1988) ou en diminuant la production d’androgépeesles cellules thécales

bovines via une inhibition de I'expression de CYR1{Magoffin et al, 1995).

D’autre part, les effets mitogenes de I'cestradiol Iss cellules de granulosa de rat
sont médiés par les TEHDorrington et al, 1993). De plus, les T@Faugmentent la
sensibilité des follicules aux hormones gonadosope augmentant I'expression de leurs
récepteurs (Kinet al, 1989).

Chez le poulet adulte, les trois isoformes sontedgent détectées dans les cellules de
granulosa et de la théeque (Last al, 1995) et interviendraient dans la croissanceaet |
sélection folliculaire en augmentant la sensibiliég@x gonadotropines en stimulant
I'expression de FSHR et LHR par les cellules dengl@sa en culture (Johnsen al, 2004;
Woodset al, 2005). De méme, TGHR et TGPB2 sont impliqués dans la croissance ovarienne
embryonnaire (Mendegt al, 2006).

d- Les BMPs
Les membres des BMPs sont exprimés par les cellldegranulosa et thécales des
mammiféres et sont impliqués dans la régulationladetéroidogénese. En effet, BMP2
augmente la production d’cestradiol par les celldiegranulosa ovines (Souetal, 2002)

alors que BMP4, 6 et 7 augmentent cette producmes stimulation par I'lGF1 dans les
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cellules de granulosa bovines (Shimasatkal, 1999; Leeet al, 2001). De plus, ils sont des
inhibiteurs de la production de progestérone ga'stlit basale ou induite par la FSH dans les
cellules de granulosa ovines(Pieet al, 2004). lls sont également des inhibiteurs de la
production des androgenes par les cellules thébalees (Dooleyet al, 2000; Glisteret al,
2005) ou porcines (Brankiet al, 2005).

BMP4 et BMP7 sont exprimés par les cellules dénémjie chez le rat (Shimasadi
al., 1999), des bovins (Glistest al, 2004) alors que BMP3 est exprimé par les cellules
lutéinisées humaines (Jaatinetral, 1996).

Chez la poule, BMP 2, 4, 6 et 7 sont exprimés @arckllules de granulosa et thécales
(Onagbesaret al, 2003). BMP4 et 6 stimulent la production de P4dta et induite par les
hormones gonadotropes (Onagbestal, 2003; Al-Musawiet al, 2007). De plus, BMP6 et
7 stimule la prolifération des cellules de granal@®@nagbesaat al, 2003; Al-Musawiet al,
2007) alors que BMP4 a un effet inhibiteur ou ubsemce d’effet sur la prolifération des
cellules de granulosa selon le stade de différénaialu follicule (Onagbesaat al, 2003;
Elis et al, 2007).

e- L'’AMH

L’AMH intervient également dans la régulation de daocissance du follicule
primordial (Durlingeret al, 2002a). L’invalidation de ce gene chez la sowigtyaine une
augmentation du recrutement de ces follicules pudiaox ayant pour conséquence une
déplétion rapide de la réserve ovarienne (Durlirgeal, 1999). D’autre part, le traitement
des follicules pré-antraux de souris avec '’AMH raimte une inhibition de la croissance
folliculaire dépendante de la FSH (Durlingaral, 2002a; Durlingeet al, 2002b; Visseet
al., 2005).



II-BMP4: régulateur de la stéroidogénése lors du

développement ovarien
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BMP4 : régulateur de la stéroidogénese lors du déleppement ovarien

La mention des figures en gras fait référence aux figures intégrées dans Carticle.
Résume de I'étude :

Comme développé précédemment (synthese bibliographchapitre V-2 p42), le
développement gonadique chez le poulet est fortermdluencé par la production de
stéroides. Ainsi, la compréhension des mécanismpbqgués dans la mise en place de cette
stéroidogénése est importante et en particulis¥dalation de la production de I'cestradiol et
de I'expression du gene codant pour 'aromat&&(19A) qui sont spécifiques a I'ovaire.

Parmi les acteurs régulant cette stéroidogénesehdemones gonadotropes et en
particulier la FSH stimule les niveaux de sécrétientestostérone (T4) et d'cestradiol (E2)
(Tenget al, 1982; Mendez-Herrerat al, 1998; Pederneret al, 1999; Gomezt al, 2001).
Suite a I'étude précédente démontrant I'expresgi@iérentielle des BMPs et de certains
éléments de leur voie de signalisation dans I'@vairaux vues de leurs implications dans la
régulation de la stéroidogénése basale ou stinpaééa FSH dans les cellules de granulosa
des mammiféres et des poules adultes (Kreglai, 2006; Al-Musawiet al, 2007; Eliset al,
2007), nous avons émis I'hypothése que ces BMPsrgient réguler la stéroidogénése au

cours de la différenciation gonadique chez le poule

Afin de tester cette hypothese, nous avons réals® cultures organotypiques
d’ovaires embryonnaires de poulet prélevés au jogmoment du début de la différenciation
histologique et de I'expression de I'aromatasepetjour 9 (moment ou le dimorphisme
sexuel dans I'expression de BMP4 devient marqué$. liltures de « pool » de gonades ont
été supplémentées avec de la FSH ovine (0FSH: 25lh@n présence ou non d’'une protéine
recombinante humaine de BMP4 (rhBMP4: 50ng/ml).nAdie mesurer les effets sur les
niveaux de stéroides produits, les milieux de ce#iont été analysés apres 48h et 96h de
culture par des dosages hormonaux. D’autre parfinede culture (96h), I'expression des
genes impliqugdans la stéroidogénessTAR CYP11A1CYP17A1HSD17B1et CYP19A1)

a été analysée par PCR en temps réel.

En accord avec les précédents travaux, nos résgbafirment que la FSH stimule la
production de P4, T4 et E2 dans les ovaires cultaugx jours 7 et 9Hgure 1). De facon

cohérente avec l'augmentation de la sécrétion deggstérone, il est observé une



augmentation de I'expression des ge8@aR CYP11AletHSD3B1(Figure 2). Néanmoins,
'augmentation de T4 et E2 a lieu sans augmentatemniveaux d’expression ¢#SD17B1
et deCYP19Alou de la protéine aromatasegure 3).

Les effets de BMP4 sur la production de stéroidadgs cultures d’ovaires sont plus
variables selon le stade et le temps de culturBNME?4 ne modifie pas la sécrétion basale de
P4, dans les ovaires de jour 9 cultives pendanti®@iminue les niveaux induits par la FSH.
De plus, dans les ovaires de jour 9, BMP4 inhilzedécrétions basales de T4 et E2 sans
modifier les effets de la FSH sur celles-ci. Malgnée absence d’effet observé sur la
production basale de P4, BMP4 inhibe I'expressiasakte et induite par la FSH 89 ARet
'expression basale d€YP11Al.D’autre part, I'inhibition des niveaux de T4 et E3t
cohérente avec une diminution de I'expressiolC¥®17A1HSD17Blet CYP19A1(ARNmM

et protéine) figures 2 et 3
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FSH and BMP4 present opposite regulatory effects osteroidogenesis during chicken

ovarian differentiation
Carré G, Fabre S, Guibert E}, Couty I, Alves S* and Govoroun M.$.?
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Abstract:

During the chicken ovarian differentiation, stergicduction plays a crucial role and
in particular estrogens are essential for the agveént of the cortical region. Moreover, we
have previously shown that several members of moghogenetic proteins (BMP) which
are involved in the regulation of basal and FSHicetl steroidogenesis in mammals and hen
granulosa cells are preferentially expressed irottegycomparedo the testis during chicken
gonadal differentiation. In the aim to test the diyyesis that BMPs could also modulate
steroidogenesis during gonadal development, we kHaveloped day 7 and day 9 chicken
ovaries cultures in the presence of FSH and BMR#h edone or in combination. We
confirmed by steroid assays the strongly simulagiffects of FSH on steroid production by
cultured embryonic gonads through an upregulatibnsteroidogenic genes expression
(determined by real-time PCR) and showed that nhéitory effects of BMP4 on estradiol

and FSH induced progesterone production are medtateugh a downregulation &TAR
and CYP19A1 mRNA expression. These data suggest that BMP4 nisin&ibitor of
steroidogenesis during ovarian differentiation anduld be necessary to maintain
steroidogenesis on a physiological level in chickerbryonic ovaries.

Introduction:

Chicken exhibits a 2zZW/zz
mechanism of genotypic sex determination
in which the female is heterogametic
(ZW). The gonads develop at the surface
of mesonephros by day 3 of incubation and
remain bipotential until day 6.5. From day
6.5, gonads differentiate into testes or
ovaries. Around this period, ovary begins
to produce steroids (progesterone P4,
testosterone T4 and estradiol E2) [1-7]
which are measurable in plasma from day
7.5 [8-10]. The steroidogenesis is more
active in chicken ovary than in testis [5].
Indeed, genes coding for steroidogenic

enzymes which convert cholesterol into
androstenedioneCYP11A1 HSD3B1 and
CYP17A) are expressed in male and
female gonads as early as day 7 [11] while,
HSD17Bland CYP19A1 involved in E2
production, are detected byn situ
hybridization from day 7, only in female
gonad [11]. The gonadal development is
sensitive  to  exogenous  hormonal
manipulations. Actually, the disruption of
estrogens synthesis after the inhibition of
the aromatase activity in the ZW embryos
leads to a female-to-male sex-reversal with
the development of a right testis and a left
testis or ovotestis [12-16]. Moreover, E2
treatment prior to the onset of gonadal



differentiation in the ZZ embryos, leads to
a transient feminization of gonads [17]. So,
the E2 production an€€CYP19A1mMRNA
expression are essential for ovarian
development. Among factors known to be
involved in steroidogenesis regulation
during chicken gonadal differentiation,
gonadotropins i.e. follicle stimulating
hormone (FSH) and luteinizing hormone
(LH) have been shown to stimulate T4 and
E2 production [18-22]. Thé subunit of
FSH has been detected from day 4.5 in the
adenohypophysis of the chicken embryo
[23] and the protein has been measured in
plasma from day 8 with a maximal value at
day 10 [24]. Furthermore, thé&SHR
(follicle stimulating hormone receptor) has
been shown to be expressed in the chicken
embryonic gonads from day 4, attesting
their possible sensitivity to FSH
stimulation [25]. Interestingly, we and
others showed that several members of the
bone morphogenetic proteins (BMP)
family (BMP2, 3, 4 and 7) are
preferentially expressed in the chicken
ovary during gonadal differentiation [26]
(article I). In mammals, BMP representing
the largest subgroup within the
transforming growth factor beta (TGF
family, are involved in several processes of
embryonic development as the
establishment of left-right asymmetry,
cellular proliferation, differentiation and
survival [27, 28]. BMPs initiate
intracellular signaling by interaction with
heterotretamers  of  transmembranous
receptors with serine/threonine kinase
activity including two type 1 receptors
(BMPR1A, BMPR1B or ACVR1) and two
type 2 receptors (BMPR2, ACVR2A or
ACVR2B) [29]. The ligand-binding
activation of these receptors leads to the
phosphorylation of downstream factors
belonging to the MAD (mother against

decapentaplegic) family including
receptor-specific SMAD1, 5, 8; associated
thereafter with the common-partner
SMADA4 to act as transcription factors or
cofactors on target genes [30, 31]. In
mammalian ovary, BMPs are involved in
the follicular growth and maturation as
well as in the regulation of ovulation quota
[32, 33]. During these processes, one way
of BMPs action is the regulation of basal
and/or FSH induced steroid production.
Similarly in the hen granulosa cells, we
have shown that BMP15 and BMP4 inhibit
the FSH induced P4 production. [34].

Based on these observations, we
investigated the potential role of BMP
signaling on basal and FSH induced

steroidogenesis during chicken ovarian
differentiation using human recombinant
BMP4. To this aim, we have cultured

embryonic ovaries explanted at day 7 (the
onset of gonadal differentiation) and at day
9 (the onset of sexually dimorphic

expression of BMP4) in the presence of
BMP4 or FSH each alone or in

combination, and we checked for steroid
production in the culture media and

expression of steroidogenic genes in the
cultured ovarian explants.

Material and methods:
Animals:

Fertilized eggs of Isabrown hens
were incubated at 37.8°C and 40%
humidity. At day 7 or day 9, eggs were
removed and embryos were dissected after
decapitation.  All  procedures were
approved by the Agricultural and Scientific
Research agencies and conducted in
accordance with the guidelines for Care
and Use of Agricultural Animals in
Agricultural Research and Teaching.
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Organ culture:

For one independent culture
condition, four left ovaries were dissected,
pooled and placed onto a 8um
polycarbonate membrane (Nunc, Roskilde,
Dennemark) floating on 500ul of culture
medium, according to stage (day 7 or day 9
of incubation) and sex (see below for the
genetic sexing). Culture medium was
DMEM with stable glutamine and without
phenol-red (Promocell, Heildeberg,
Germany) supplemented with bovine
serum albumin (BSA, 3mg/ml), cholesterol
(200ng/ml; water soluble powder) and
ampicillin  (50pug/ml) (all products from
Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France)
[35]. The culture medium was
supplemented or not with purified ovine
FSH (25ng/ml) (oFSH, lot n°’AFP-7028D;
4453 1U/mg; FSH activity=175 times the
OoFSH-S1 activity) and/or recombinant
human BMP4 (50ng/ml) (rhBMP4, R&D
systems Europe, Lille, France). After 48h
in culture at 37°c and 5% GOmedia were
replaced by fresh ones for 48 extra hours.
Media collected at 48h and 96h of culture
were stored at -20°C prior to hormonal
assays. At 96h, ovaries were stored at -
20°C prior to RNA and proteins
extractions.

Genetic sexing:

At the time of gonad dissection,
small pieces of neck tissues were collected
for genomic DNA extraction according to
Etsoup’s method [36]. Briefly, tissues were
incubated for 2 hours at 55°C in 200ul of
10% Chelex100 resin (Biorad, Marnes-la-
Coquette, France) and proteinase K
(200mg/ml; Interchim; Montlucgon,
France). PCR sexing was performed with
2ul of genomic DNA with W (female)

specific Xhol primers and 18s RNA
primers as previously described [37].

Steroid assays:

P4, T4 and E2 concentrations were
measured in each culture medium
(50uL/assay). P4 and T4 were assayed by
ELISA and RIA assays, respectively and as
previously described [38, 39]. E2 was
assayed by ELISA with estradiol-EASIA
kit (DIAsources Imunnoassays, Nivelles,
Belgium) following the manufacturer's
instructions. The limits of detection were
40pg/ml for P4, 120pg/ml for T4 and
5pg/ml for E2.

Reverse transcription and quantitative
polymerase chain reaction:

Total RNA was extracted using
Nucleospin RNA Il kit (MachereyNagel,
Hoerdt, France) according to the
manufacturer’'s instructions. For cDNA
analysis, 500ng to 1pg of total RNA was
reverse transcribed with MMLV reverse
transcriptase in the presence of oligodT
(250ng), random hexamers (62.5ng), dNTP
(0.5nM) and RNAsine (RNAse inhibitor,
20U), all products purchased from
Promega (Charbonnieres, France).
Quantitative real-time PCR (qPCR) was
carried out on a Ligthcycler 480 (Roche
diagnostics, Meylan, France). Reactions
were performed in 10ul with 0.5uM of
each primer, 5ul of 2X Power SYBR
Green PCR Master Mix (Roche
Diagnostics, Meylan, France) and 2.5ul of
cDNA sample in 96-well plates. For each
set of primers (for primer sequences,
annexes), efficiency curves were generated
using serial dilutions of the same cDNA
sample (pool of reverse-transcribed RNA
samples) in abscissa and the corresponding
cycle threshold (Ct) in
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ordinate. The slope of the log-linear phase
reflects the amplification efficiency (E)
derived from the formula E = &)
Melting-curve analysis was performed for
each primer pair to check the purity of the
PCR product. The relative amount of the
target RNA (R) was then determined using
the following equation R= E!™"/ g Cttarget
where Ct target is the cycle threshold of
the gene of interest and (@f is the cycle
threshold ofEEF1Agenewhich is used as
internal reference gene.

Western Blot analysis:

Frozen gonads were ground were
sonicated in a buffer containing (20 mM

Tris [pH 7.5], 1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid and 1%
triton)  containing various  protease

inhibitors (2 mM PMSF, 10 mg/ml
leupeptin, and 10 mg/ml aprotinin) and
phosphatase inhibitors (100 mM sodium
fluoride, 10 mM pyrophosphate, and 2 mM
sodium orthovanadate (Sigma).
Homogenates were quickly frozen in liquid
nitrogen for 3 times and centrifuged at
1300 for 20min at 4°C and
supernatants stored at -80°C. Protein
concentrations were determined using the
Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad).
Gonad lysates (40g of protein) were
subjected to SDS-PAGE gel
electrophoresis and Western blotting using
the aromatase antibody (final dilution:
1/1000, AbD serotec; Colmar, France).
After washing, membranes were incubated
with an Alexa Fluor secondary antibody
(Molecular Probes, Interchim, Montlucon,
France). Bands were visualized by infrared
fluorescence by the Odys$eyimaging

System (LI-COR Inc. Biotechnology,
Lincoln, NE, USA) and quantified by
Odyssey infrared imaging system software
(Application software, Version 1.2).

Data analysis:

All  experimental data are
represented as means * S.E.M. and
analyzed by Welch’s student test to assume
for different variances. For all analyses,
differences with p>0.05 were considered as
not significant. A minimum of 6 ovarian
pools was wused for each treatment
conditions (biological replicates) coming
from 5 or 6 independent cultures

Results:

Effects of oFSH and rhBMP4 on steroid
production:

Steroid secretion by the ovaries
explanted at day 7 corresponding to the
onset of ovarian differentiation or day 9
corresponding to the onset of sexual
dimorphism in BMP4 expression pattern
was measured after 48h and 96h of culture,
in the presence of oFSH or rhBMP4 each
alone or in combination. As shown in
figure 1, the basal and FSH-dependent
productions of P4, T4 and E2 were higher
by day 9 than by day 7 cultured-ovaries,
indicating an increase in the steroidogenic
activity during these 2 days dh vivo
development. Furthermore, between day-7
ovaries cultured for 96h and day-9 ovaries
cultured for 48h, there was no significant
difference in the P4 level but those of E2
levels were higher in the media of gonads
explanted at day 9 and cultured for 48h
(p<0.001).
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Ovine FSH alone showed a strong
stimulatory effect on P4, T4 and E2
production by cultured ovaries of both
studied stages. The effects of oFSH were
higher on day 9 than on day 7 cultured
ovaries for P4 and E2 production. Indeed,
OoFSH stimulated P4 production by about
40 fold by day 7 ovaries and by about 200
fold by day 9 ovaries after 96h of culture.
In the same manner, oFSH increased E2
production by 1.6 fold and by 4 fold in day
7 and in day 9 cultured ovaries
respectively. This indicates that the
increased steroidogenic activity in day 9
ovaries is accompanied by a Dbetter
sensitivity to FSH action compared to day
7. Nevertheless, this comparison cannot be
obtained for T4 production due to basal T4
level below the sensitivity of the RIA
dosage by day 7 cultures. Recombinant
human BMP4 alone did not modify the
basal production of P4 in cultured ovaries
at both developmental stages. However, it
inhibited E2 production by day 7 (96h) and
by day 9 ovaries (48h and 96h) and T4
production by day 9 ovaries at 96h of
culture. In combination with 0FSH,
rhBMP4 inhibited the FSH-dependent
increase of P4 production by day 9 ovaries
after 96h in culture (0FSKHs oFSH and
rhBMP4: p=0.0408).

Effects of oFSH and rhBMP4 on
steroidogenic genes expressions:

To better understand the effect of
oFSH and rhBMP4 on steroid production,
we have studied the expression of genes
encoding proteins involved in
steroidogenesis  STAR CYP11A1
HSD3B1 CYP17Al1 HSD17B1 and
CYP19A} in left ovaries explanted at day
7 and day 9 and cultured for 96h (figure 2).

The treatment with oFSH increased
the mMRNA accumulation of STAR
HSD3B1 CYP11Aland CYP17Algenes
in day 7 and day 9 cultured ovaries in
accordance with P4 increased
accumulation. However, oFSH was
without effect neither orHSD17B1 and
CYP19A1 mRNA expression (figure 2),
nor on CYP19A1 protein level (figure 3) in
discrepancy with an increase of E2 and T4
productions.

According to the inhibitory effects
of rhBMP4 on T4 and E2 levels, it
decreased significantly the expression of
CYP11Al and CYP19Al1 at the both
studied stages (figure 2) and decreased
CYP19A1 protein level (figure 3). It also
decrease6TARMRNA expression in day
9 cultured ovaries andHSD17B1 and
CYP17A1 mRNA expression in day 7
cultured ovaries. However, rhBMP4 does
not affect theHSD3B1mRNA expression.
Furthermore, in the presence of oFSH,
rhBMP4 decreased the FSH-dependent
MRNA accumulation o6§TARgene at both
developmental stages and @YP17Al
gene in day 9 cultured ovaries.

Effects of oFSH and rhBMP4 on the
expression of steroidogenesis regulator
genes:

In order to improve knowledge on
FSH and BMP mechanism of action on
ovarian development, we have measured
the effect of oFSH and rhBMP4 on the
expression oFSHR NR5Aland FOXL2
well  known regulator genes of
steroidogenesis [25, 40-43]. However, as
shown in figure 4, neither oFSH nor
rhBMP4 had any effect on the expression
of these genes. But according to the
increased sensitivity of day 9 ovaries to
FSH,FSHRmMRNA expression was higher
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in the day 9 than in the day 7 cultured
ovaries (figure 4).

Discussion:

The developmental expression of
different members of BMP family in the
embryonic ovary has been described in
several vertebrate species (human, mouse,
sheep, chicken and trout) [44-47] (article
). However, their functions in embryonic
ovaries remain largely unknown. The main
studied function was their implication in
the formation and proliferation of
primordial germ cells [48-52]. They are
also involved in the recruitment of resting
primordial follicles into growing follicles,
step which begins during fetal life in the
most of mammalian species. For example,
BMP4, 7 and 15 promote the primordial to
primary follicle transition and enhance
follicle survival [53-55]. In adult granulosa
cells of mammals and hens, BMPs regulate
ovarian function mainly by an action on
basal and FSH stimulated steroid
production [32-34, 56, 57]. Here, we have
investigated the involvement of BMP4 on
steroidogenesis regulation during chicken
ovarian differentiation taking in account
that BMP4 presented a sexually dimorphic
expression in the embryonic ovary from
day 9. In this aim, we used an organ
culture of ovaries explanted at day 7 and
day 9. These ovaries successfully survived
and maintained differentiation as proved
by the expression of ovarian markers
(CYP19Aland FOXL2 and E2 secretion.
However, the E2 level production in day 7
ovaries cultured for 96h (corresponding to
a day 11 ovary) is lesser than the E2 level
in day 9 ovaries cultured for 48h (also
corresponding to a day 11 ovary)
suggesting that ovarian differentiation
vitro was not as much efficient &s vivo.

Consistent with previous studies, our result
confirmed that FSH increased T4 and E2
production [18-22]. To our knowledge, this
is the first evidence of the strongly positive
effect of FSH on P4 production by cultured
chicken ovaries. The effect of FSH was
stronger in day 9 than in day 7 cultured
ovaries; possibly explained by the increase
of FSHR mRNA accumulation (figure 4)
[25] and then the FSH sensitivity during
ovarian  differentiation. ~Among the
measured steroids, P4 was the most
stimulated by FSH and this increased
production was associated with an
upregulation of STAR HSD3B1 and
CYP11A1mRNA expression as early as
day 7, consistent with previously showed
highest activites of HSD3B1 and
CYP11A1 enzymes in primary cell
cultures of day 18 ovaries stimulated by
FSH[19]. To our knowledge, the
involvement of P4 during chicken ovarian
differentiation has not been yet studied.
We have previously showed that
progesterone receptor (PR) increased
during gonadal development without any
sexual dimorphism (Article 1) suggesting
that embryonic gonads could be responsive
to progesterone stimulation. P4 is known to
promote cell survival in mammalian
granulosa and luteal cells [58] and in a
similar manner, blocking progesterone
synthesis in quail granulosa cells led to an
increase of apoptosis [59]. Furthermore, P4
regulates cells proliferation by an
upregulation of cyclin D1 [60]. These data
suggested that P4 could be involved in the
cell proliferation and survival, during
chicken ovarian differentiation.
Surprisingly, FSH increased T4 and E2
production without any changes of the
HSD17B1(coding enzyme which convert
androstenedione into T4) o€YP19Al
MRNA expression
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(coding enzyme which convert androgens
into E2). So, these enzymes could be in a
sufficient quantity to ensure a higher
production by an increase of their steroid
precursors or their activities are enhanced
without modification of their expression as
has been previously shown during oocyte
development in the red sea bream [61].
Our results contrast with a previous study
realized on primary cultures of day 18
chicken ovaries, showing that FSH induced
a small upregulation o€YP19A1IMRNA
expression [19]. This discrepancy could be
explained by a difference of sensitivity of
used methods (QPCR vs. to classical RT-
PCR) or by the fact that a day 18 ovary is
more sensitive to FSH than a day 7 or day
9 ovary. In contrast to FSH positive
effects, our study showed that BMP4 was
globally an inhibitor of basal T4 and E2
secretion by ovaries without change in
basal P4 production level, even if
conclusion on the P4 basal secretion is
limited due to very low level of this
secretion..Associated with the inhibition of
the steroid production, BMP4 decreased
STAR, CYP11Al, CYP17Ahd CYP19Al
MRNA expression. This finding is
consistent with BMP4 effects in ovine
granulosa cell cultures, in which it
decreased P4 synthesis by inhibit&gAR
and CYP11A1mRNA expression without
any effect onHSD3B1mRNA expression
[62]. Furthermore, we showed that BMP4
limited the FSH effect on P4 production by
a downregulation of FSH stimulat&TAR
MRNA expression; as has been already
shown in mammals and hen granulosa cells
[34, 62-64].. The inhibition of T4 secretion
by the inhibition of CYP17A1 mRNA
expression was consistent with inhibitory
effect of BMP4, 6 and 7 on basal and LH
induced androgens production by bovine
thecal cells [65] and by human ovarian

thecal-like tumor cell culture model [66].
Surprisingly in our study, BMP4 inhibited
E2 secretion in chicken cultured ovaries. In
fact, in mammalian granulosa cells BMPs
either have no effect as in rat granulosa
cells [63] or are stimulators of E2
production as in ruminant granulosa cells
[67, 68]. This inhibition by BMP4 could be
necessary to maintain E2 on a
physiological level. Indeed, several studies
showed thatin ovo exposure of quail
embryos to E2 or derivates dose-dependly
shortened the left oviduct, induced
abnormal development of the right oviduct
and uterus accompanied by a thinning or a
lack of eggshell [69-71]. In order to better
understand the mechanisms by which FSH
or BMP4 affect the steroidogenesis
regulation in chicken embryonic ovary, we
have investigated the expressionfRgHR
FOXL2 and NR5A1 NR5AL1 coding for
steroidogenic factor 1 (SF1) is involved in
the regulation of expression 0BTAR
HSD3Bland CYP11Alin mammals [40,
41, 72, 73] and it is preferentially
expressed in the ovary than in the testis
during chicken gonadal differentiation
[74]. In this study, neither FSH nor BMP4
did modify its expression in cultured
ovaries. However, BMP4 could modulate
its activity as previously showed in ovine
granulosa cells, in which SMAD1 (BMP4
intracellular  transducer) inhibits the
NR5A1 transcriptional activity on the
canonical NR5A1 responsive element [62].
Furthermore, FOXL2 is a regulator of
CYP19Alexpression in mammals [42] and
it is specifically expressed in chicken
differentiating ovary [75]. But the
inhibition of CYP19A1 under BMP4
stimulation occurred in the absence of
modulation of FOXL2 mRNA expression.
Furthermore, in adenohypophysectomised
chicken at day 13.5,FSHR mRNA



expression decreased suggesting a
regulation  of this receptor by
gonadotropins [76]. Here we showed that
FSH had no effect on the expression of its
own receptor. Moreover, in rat granulosa
cells, BMP15 and BMP6 have been shown
to inhibit FSH stimulated P4 production by
a downregulation of theFSHR mRNA
expression and by inhibition of adenylate
cyclase activity [64]. While chickeRSHR
promoter contains SMAD response
element [77], BMP4 did not alter its
expression. The absence of effect on the
FSHR mRNA expression under BMP4
stimulations was similar to what has been
observed in ovine granulosa cells in which
BMP4 inhibited FSH induced P4
production without modification oFSHR
MRNA expression [62].

To conclude, this study confirms
the involvement of FSH in the regulation
of steroidogenesis during chicken ovarian
differentiation and shows for the first time
the inhibitory effect of BMP4 on this
steroidogenesis. Thus, BMP4,
preferentially expressed in the chicken
embryonic ovary, is not a factor that
promotes ovarian differentiation for which
E2 production is essential but, it could be
necessary to maintain steroidogenesis on a
physiological level.

References:

1. Weniger JP, Zeis A. [Biosynthesis
of estrogens by chick gonadal rudiments].
Gen Comp Endocrinol 1971; 16: 391-395.
2. Galli F, Wassermann GF. Steroid
biosynthesis by testes and ovaries of 15-
day-old chick embryos. Gen Comp
Endocrinol 1972; 19: 509-514.

3. Galli FE, Wassermann GF. Steroid
biosynthesis by gonads of 7- and 10-day-
old chick embryos. Gen Comp Endocrinol
1973; 21: 77-83.

4. Guichard A, Cedard L, Haffen K.
[Comparative aspect of the synthesis of sex
steroids by chick embryonal gonads at
different stages of development (study in
organ culture in the presence of radioactive
precursors)]. Gen Comp Endocrinol 1973;
20: 16-28.

5. Guichard A, Cedard L, Mignot TM,
Scheib D, Haffen K. Radioimmunoassay of
steroids produced by cultured chick
embryonic gonads: differences according
to age, sex, and side. Gen Comp
Endocrinol 1977; 32: 255-265.

6. Guichard A, Cedard L, Mignot TM,
Scheib D, Haffen K. Radioimmunoassay of
steroids produced by chick embryo gonads
cultured in the presence of some
exogenous steroid precursors. Gen Comp
Endocrinol 1979; 39: 9-19.

7. Guichard A, Scheib D, Haffen K,
Cedard L. Radioimmunoassay of steroid
hormones produced by embryonic chick
gonads during organ culture. J Steroid
Biochem 1977; 8: 599-602.

8. Woods JE, Brazzill DM. Plasma 17
beta-estradiol levels in the chick embryo.
Gen Comp Endocrinol 1981; 44: 37-43.

9. Woods JE, Congoran DD, Thomes
RC. Plasma estrone levels in the chick
embryo. Poult Sci 1982; 61: 1729-1733.

10. Tanabe Y, Saito N, Nakamura T.
Ontogenetic steroidogenesis by testes,
ovary, and adrenals of embryonic and
postembryonic chickens (Gallus
domesticus). Gen Comp Endocrinol 1986;
63: 456-463.

11. Nakabayashi O, Kikuchi H,
Kikuchi T, Mizuno S. Differential
expression of genes for aromatase and
estrogen receptor during the gonadal
development in chicken embryos. J Mol
Endocrinol 1998; 20: 193-202.

12.  Abinawanto, Shimada K, Yoshida
K, Saito N. Effects of aromatase inhibitor
on sex differentiation and levels of P450
(17 alpha) and P450 arom messenger
ribonucleic acid of gonads in chicken
embryos. Gen Comp Endocrinol 1996;
102: 241-246.

~ 109 ~



13. Burke WH, Henry MH. Gonadal
development and growth of chickens and
turkeys hatched from eggs injected with an

aromatase inhibitor. Poult Sci 1999; 78:
1019-1033.

14. Elbrecht A, Smith RG. Aromatase
enzyme activity and sex determination in
chickens. Science 1992; 255: 467-470.

15. Valillant S, Magre S, Dorizzi M,
Pieau C, Richard-Mercier N. Expression of
AMH, SF1, and SOX9 in gonads of
genetic female chickens during sex
reversal induced by an aromatase inhibitor.
Dev Dyn 2001; 222: 228-237.

16. Wartenberg H, Lenz E, Schweikert
HU. Sexual differentiation and the germ
cell in sex reversed gonads after aromatase
inhibition in  the chicken embryo.
Andrologia 1992; 24: 1-6.

17.  Scheib D. Effects and role of
estrogens in avian gonadal differentiation.
Differentiation 1983; 23 Suppl: S87-92.

18. Pedernera E, Solis L, Peralta I,
Velazquez PN. Proliferative and
steroidogenic effects of follicle-stimulating
hormone during chick embryo gonadal
development. Gen Comp Endocrinol 1999;
116: 213-220.

19. Gomez Y, Velazquez PN, Peralta-
Delgado I, Mendez MC, Vilchis F, Juarez-
Oropeza MA, Pedernera E. Follicle-
stimulating hormone regulates
steroidogenic enzymes in cultured cells of
the chick embryo ovary. Gen Comp
Endocrinol 2001; 121: 305-315.

20. Velazquez PN, Peralta I, Pedernera
E. Proliferative effect in vitro of follicle-
stimulating hormone on the left ovary of
the chick embryo. Gen Comp Endocrinol
1997; 105: 40-49.

21. Teng CT, Teng CS, Bousfield GR,
Liu WK, Ward DN. Differential response
of growing and regressing chicken ovaries
to gonadotropic hormones. Gen Comp
Endocrinol 1982; 48: 325-332.

22. Mendez-Herrera MC, Tamez L,
Candido A, Reyes-Esparza JA, Pedernera
E. Follicle stimulating hormone increases
somatic and germ cell number in the ovary

during chick embryo development. Gen
Comp Endocrinol 1998; 111: 207-215.

23.  Woods JE, Hopkins, W. E.,
Caliendo, J., Sorentino, M.J., Martens,
J.B., and Thommes, R.C. Ontogenesis of
LHRH in the hypothalamus and LH and
FSH in the pars distalis of the chick
embryo. In: Lofts and

Holmes E (ed.) Current Trends in
Comparative Endocrinology. Hong Kong:
Hong Kong Univ.Press; 1985: pp. 131-
134.

24. Rombauts L, Berghman LR,
Vanmontfort D, Decuypere E, Verhoeven
G. Changes in immunoreactive FSH and
inhibin in developing chicken embryos and
the effects of estradiol and the aromatase
inhibitor R76713. Biol Reprod 1993; 49:
549-554.

25. Akazome Y, Abe T, Mori T.
Differentiation of chicken gonad as an

endocrine organ: expression of LH
receptor, FSH receptor, cytochrome
P450c17 and aromatase genes.

Reproduction 2002; 123: 721-728.

26. Hoshino A, Koide M, Ono T,
Yasugi S. Sex-specific and left-right
asymmetric expression pattern of Bmp7 in
the gonad of normal and sex-reversed
chicken embryos. Dev Growth Differ
2005; 47: 65-74.

27. Kishigami S, Mishina Y. BMP
signaling and early embryonic patterning.
Cytokine Growth Factor Rev 2005; 16:
265-278.

28. Kishigami S, Yoshikawa S,
Castranio T, Okazaki K, Furuta Y, Mishina
Y. BMP signaling through ACVRI is
required for left-right patterning in the
early mouse embryo. Dev Biol 2004; 276:
185-193.

29. Miyazono K, Kamiya Y, Morikawa
M. Bone morphogenetic protein receptors
and signal transduction. J Biochem 2010;
147: 35-51.

30. Zeng S, Chen J, Shen H.
Controlling of bone morphogenetic protein
signaling. Cell Signal 2001; 22: 888-893.



31. Massague J, Seoane J, Wotton D.
Smad transcription factors. Genes Dev
2005; 19: 2783-2810.

32. Knight PG, Glister C. TGF-beta
superfamily members and ovarian follicle
development. Reproduction 2006; 132:
191-206.

33. Fabre S, Pierre A, Mulsant P, Bodin
L, Di Pasquale E, Persani L, Monget P,
Monniaux D. Regulation of ovulation rate
in mammals: contribution of sheep genetic
models. Reprod Biol Endocrinol 2006; 4:
20.

34. Elis S, Dupont J, Couty I, Persani
L, Govoroun M, Blesbois E, Batellier F,
Monget P. Expression and biological
effects of bone morphogenetic protein-15
in the hen ovary. J Endocrinol 2007; 194:
485-497.

35. Jordanov J, Angelova P. Effects of
steroid sex hormones on chick embryo
gonads in organ culture, with special
reference to hormonal control of gonadal
sex differentiation. Reprod Nutr Dev 1984;
24: 221-233.

36. Etsoup A PE, Chourrout D. Rapid
one-tube DNA extraction for reliable
detection of fish polymophic markers and
transgenes. Mol Mar Biol Biotechnol
1996; 5: 295-298.

37. Clinton M, Haines L, Belloir B,
McBride D. Sexing chick embryos: a rapid
and simple protocol. Br Poult Sci 2001; 42:
134-138.

38. Canépa SL, A.L. Bluteau, A. Fagu,
C, Flon C. and Monniaux D. Validation
d’'une méthode immunoenzymatique pour
le dosage de la progestérone dans le
plasma des ovins et des bovins. Cah.
Techn. INRA 2008; 64: 19-30.

39. Hochereau-de Reviers MT, Perreau
C, Pisselet C, Fontaine I, Monet-Kuntz C.
Comparisons of endocrinological and testis
parameters in 18-month-old lle de France
and Romanov rams. Domest Anim
Endocrinol 1990; 7: 63-73.

40. Liu Z, Simpson ER. Steroidogenic
factor 1 (SF-1) and SP1 are required for
regulation of bovine CYP11A gene
expression in bovine luteal cells and

adrenal Y1 cells. Mol Endocrinol 1997; 11:
127-137.

41. Sugawara T, Holt JA, Kiriakidou
M, Strauss JF, 3rd. Steroidogenic factor 1-
dependent promoter activity of the human
steroidogenic acute regulatory protein

(StAR) gene. Biochemistry 1996; 35:
9052-9059.
42. Pannetier M, Fabre S, Batista F,

Kocer A, Renault L, Jolivet G, Mandon-
Pepin B, Cotinot C, Veitia R, Pailhoux E.
FOXL2 activates P450 aromatase gene
transcription: towards a better
characterization of the early steps of
mammalian ovarian development. J Mol
Endocrinol 2006; 36: 399-413.

43. Pisarska MD, Bae J, Klein C,
Hsueh AJ. Forkhead 12 is expressed in the
ovary and represses the promoter activity
of the steroidogenic acute regulatory gene.
Endocrinology 2004; 145: 3424-3433.

44, Baron D, Houlgatte R, Fostier A,
Guiguen Y. Large-scale temporal gene
expression profiing during gonadal
differentiation and early gametogenesis in
rainbow trout. Biol Reprod 2005; 73: 959-
966.

45, Nef S, Schaad O, Stallings NR,
Cederroth CR, Pitetti JL, Schaer G, Malki
S, Dubois-Dauphin M, Boizet-Bonhoure B,
Descombes P, Parker KL, Vassalli JD.
Gene expression during sex determination
reveals a robust female genetic program at
the onset of ovarian development. Dev
Biol 2005; 287: 361-377.

46. Mandon-Pepin B, Oustry-Vaiman
A, Vigier B, Piumi F, Cribiu E, Cotinot C.
Expression profiles and chromosomal
localization of genes controlling meiosis
and follicular development in the sheep
ovary. Biol Reprod 2003; 68: 985-995.

47.  Abir R, Ben-Haroush A, Melamed
N, Felz C, Krissi H, Fisch B. Expression of
bone morphogenetic proteins 4 and 7 and
their receptors IA, 1B, and Il in human
ovaries from fetuses and adults. Fertil
Steril 2008; 89: 1430-1440.

48. Ying Y, Qi X, Zhao GQ. Induction
of primordial germ cells from murine
epiblasts by synergistic action of BMP4

~111 ~



and BMP8B signaling pathways. Proc Natl
Acad Sci U S A 2001; 98: 7858-7862.

49, Ying Y, Zhao GQ. Cooperation of
endoderm-derived BMP2 and
extraembryonic ectoderm-derived BMP4
in primordial germ cell generation in the
mouse. Dev Biol 2001; 232: 484-492.

50. Lawson KA, Dunn NR, Roelen BA,
Zeinstra LM, Davis AM, Wright CV,
Korving JP, Hogan BL. Bmp4 is required
for the generation of primordial germ cells
in the mouse embryo. Genes Dev 1999; 13:
424-436.

51. Ying Y, Liu XM, Marble A,
Lawson KA, Zhao GQ. Requirement of
Bmp8b for the generation of primordial
germ cells in the mouse. Mol Endocrinol
2000; 14: 1053-1063.

52. Ross A, Munger S, Capel B. Bmp7
regulates germ cell proliferation in mouse
fetal gonads. Sex Dev 2007; 1: 127-137.

53. Lee WS, Otsuka F, Moore RK,
Shimasaki S. Effect  of bone
morphogenetic protein-7 on

folliculogenesis and ovulation in the rat.

Biol Reprod 2001; 65: 994-999.

54. McNatty KP, Juengel JL, Reader
KL, Lun S, Myllymaa S, Lawrence SB,

Western A, Meerasahib MF, Mottershead
DG, Groome NP, Ritvos O, Laitinen MP.

Bone morphogenetic protein 15 and
growth differentiation factor 9 co-operate

to regulate granulosa cell function in

ruminants. Reproduction 2005; 129: 481-
487.

55. Nilsson EE, Skinner MK. Bone

morphogenetic protein-4 acts as an ovarian

follicle survival factor and promotes
primordial follicle development. Biol
Reprod 2003; 69: 1265-1272.

56. Al-Musawi SL, Gladwell RT,

Knight PG. Bone morphogenetic protein-6
enhances gonadotrophin-dependent
progesterone and inhibin secretion and
expression of mRNA transcripts encoding
gonadotrophin receptors and
inhibin/activin ~ subunits  in  chicken
granulosa cells. Reproduction 2007; 134:
293-306.

57. Onagbesan O, Bruggeman V,
Decuypere E. Intra-ovarian growth factors
regulating ovarian function in avian
species: a review. Anim Reprod Sci 2009;
111: 121-140.

58. Makrigiannakis A, Coukos G,
Christofidou-Solomidou M, Montas S,
Coutifaris C. Progesterone is an
autocrine/paracrine regulator of human
granulosa cell survival in vitro. Ann N 'Y
Acad Sci 2000; 900: 16-25.

59. Mussche S, D'Herde K.
Contribution of progesterone, follicle
stimulating hormone and glucocorticoids
in survival of serum-free cultured
granulosa cell explants. J Endocrinol 2001,
169: 321-331.

60. Boonyaratanakornkit V, Bi Y,
Rudd M, Edwards DP. The role and
mechanism of progesterone receptor
activation of extra-nuclear signaling
pathways in regulating gene transcription
and cell cycle progression. Steroids 2008;
73: 922-928.

61. Gen K, Okuzawa K, Kumakura N,
Yamaguchi S, Kagawa H. Correlation
between messenger RNA expression of
cytochrome P450 aromatase and its
enzyme activity during oocyte
development in the red seabream (Pagrus
major). Biol Reprod 2001; 65: 1186-1194.
62. Pierre A, Pisselet C, Dupont J,
Mandon-Pepin B, Monniaux D, Monget P,
Fabre S. Molecular basis of bone
morphogenetic protein-4 inhibitory action
on progesterone secretion by ovine
granulosa cells. J Mol Endocrinol 2004;
33: 805-817.

63. Otsuka F, Moore RK, Shimasaki S.
Biological function and cellular
mechanism of bone morphogenetic
protein-6 in the ovary. J Biol Chem 2001,
276: 32889-32895.

64. Otsuka F, Yamamoto S, Erickson
GF, Shimasaki S. Bone morphogenetic
protein-15 inhibits  follicle-stimulating
hormone (FSH) action by suppressing FSH
receptor expression. J Biol Chem 2001;
276: 11387-11392.



65.  Glister C, Richards SL, Knight PG.
Bone morphogenetic proteins (BMP) -4, -
6, and -7 potently suppress basal and
luteinizing hormone-induced androgen
production by bovine theca interna cells in
primary culture: could ovarian
hyperandrogenic dysfunction be caused by
a defect in thecal BMP signaling?
Endocrinology 2005; 146: 1883-1892.

66. Dooley CA, Attia GR, Rainey WE,
Moore DR, Carr BR. Bone morphogenetic
protein  inhibits ovarian  androgen
production. J Clin Endocrinol Metab 2000;
85: 3331-3337.

67. Glister C, Kemp CF, Knight PG.
Bone morphogenetic protein (BMP)
ligands and receptors in bovine ovarian
follicle cells: actions of BMP-4, -6 and -7
on granulosa cells and differential
modulation of Smad-1 phosphorylation by
follistatin. Reproduction 2004; 127: 239-
254,

68. Souza CJ, Campbell BK, McNeilly
AS, Baird DT. Effect of bone
morphogenetic protein 2 (BMP2) on
oestradiol and inhibin A production by
sheep granulosa cells, and localization of
BMP receptors in the ovary by
immunohistochemistry. Reproduction
2002; 123: 363-369.

69. Kamata R, Takahashi S, Shimizu
A, Morita M, Shiraishi F. In ovo exposure
quail assay for risk assessment of
endocrine disrupting chemicals. Arch
Toxicol 2006; 80: 857-867.

70. Halldin K, Berg C, Bergman A,
Brandt |, Brunstrom B. Distribution of
bisphenol A and tetrabromobisphenol A in
quail eggs, embryos and laying birds and
studies on reproduction variables in adults
following in ovo exposure. Arch Toxicol
2001; 75: 597-603.

71. Halldin K, Holm L, Ridderstrale Y,
Brunstrom B. Reproductive impairment in

Japanese quail (Coturnix japonica) after in
ovo exposure to o,p'-DDT. Arch Toxicol
2003; 77: 116-122.

72. Sugawara T, Kiriakidou M,
McAllister JM, Kallen CB, Strauss JF, 3rd.
Multiple steroidogenic factor 1 binding
elements in the human steroidogenic acute
regulatory protein gene 5'-flanking region
are required for maximal promoter activity
and cyclic AMP responsiveness.
Biochemistry 1997; 36: 7249-7255.

73. Leers-Sucheta S, Morohashi K,
Mason JI, Melner MH. Synergistic
activation of the human type Il 3beta-
hydroxysteroid dehydrogenase/delta5-
delta4 isomerase promoter by the
transcription factor steroidogenic factor-
1/adrenal 4-binding protein and phorbol
ester. J Biol Chem 1997; 272: 7960-7967.
74.  Smith CA, Smith MJ, Sinclair AH.
Expression of chicken steroidogenic
factor-1 during gonadal sex differentiation.
Gen Comp Endocrinol 1999; 113: 187-
196.

75. Govoroun MS, Pannetier M,
Pailhoux E, Cocquet J, Brillard JP, Couty
|, Batellier F, Cotinot C. Isolation of
chicken homolog of the FOXL2 gene and
comparison of its expression patterns with
those of aromatase during ovarian
development. Dev Dyn 2004; 231: 859-
870.

76. Sanchez-Bringas G, Salazar O,
Pedernera E, Mendez C. Follicle-
stimulating hormone treatment reverses the
effect of hypophysectomy on cell
proliferation in the chicken embryo ovary.
Gen Comp Endocrinol 2006; 149: 134-
140.

77.  Johnson AL, Woods DC. Dynamics
of avian ovarian follicle development:
cellular mechanisms of granulosa cell
differentiation. Gen Comp Endocrinol
2009; 163: 12-17.

~113 ~



Discussion et perspectives :

Cette étude confirme le réle de la FSH dans lalafign de la stéroidogénése dans
I'ovaire embryonnaire de poulet avec pour la preenféis une mesure directe des effets de la
FSH sur la production de progestérone. De plusjyjasprésent, les expériences réalisées sur
des cultures dissociées d'ovaires embryonnairesemvalémontré une augmentation de
I'activité des enzymes de la stéroidogénese (Garhak, 2001). Ici, nous montrons que cette
augmentation d’activité peut étre en partie la égagnce d'une stimulation de I'expression
des génes codant pour ces enzymes. Cependantm&tase échappe a cette observation car si
la FSH stimule la production d’cestradiol, I'expieasde CYP19Alet de I'aromatase reste
inchangée. Ceci peut s’expliquer d’une part payg#these que 'aromatase est exprimée en
exceés et que la seule augmentation de ses subssatsuffisante pour induire une
augmentation de la production d’'cestrogénes ou kpigy par le fait que Il'activité de
'enzyme est stimulée sans effet sur son niveaxpdéssion. De méme, la FSH pourrait
stimuler la sécrétion d’cestradiol sans modifierne®aux de production et nous envisageons

de mesurer les niveaux d’'cestradiol intra-ovarieur pester cette hypothese.

Cette étude suggere également que comme dansllildescde granulosa adultes des
mammiféres ou de la poule, les BMPs sont des rtmurkade la stéroidogénése a un niveau
basal comme aprés stimulation par la FSH. Les taisulobservés sur Il'ovaire en
développement sont similaires aux effets de BME&Bs les cellules de granulosa adultes ou
BMP15 inhibe la production basale de la progeseeqmar les follicules pré-ovulatoires F1 et
inhibe les effets de la FSH sur cette sécrétioprdgestérone par les follicules hiérarchiques
de F6 a F1 (Eliet al, 2007). Cependant, dans les cellules de granulesaoules adultes,
BMP4 et BMP7 stimulent la synthese de progesté(Omagbesaet al, 2003).

De plus, dans les cellules de granulosa de ratBMPs n'ont pas d’effet sur la
production basale de progestérone mais modulediaate la FSH par une diminution de
l'activité de l'adénylate cyclase et par une intidri de I'expression du récepte&SHR
(Otsukaet al, 2001a; Otsukat al, 2001b) tandis que dans les cellules de granaesaebis
I'effet inhibiteur de BMP4 sur la production basad¢ induite par la FSH a lieu sans
modification de I'expression dESHR (Pierreet al, 2004). Ainsi, les effets observés dans
I'ovaire embryonnaire de poulet sont similaireseaixcobservés chez la brebis ou BMP4 est
inhibiteur de la production basale de P4 par Iition de I'expression des gén83ARet
CYP11Alsans affecter I'expression ##5D3B1



Au cours du développement gonadique, BMP4 peutcereme action indépendante
de la FSH et les effets observés suggérent unenagtii comme chez la brebis serait en aval
de la synthése de 'AMPc (Pieret al, 2004). Néanmoins, Il serait dés lors intéressant

d’étudier les effets de BMP4 sur l'activité de Kaylate cyclase induite par la FSH.

De plus, dans ces cultures organotypiques noussanmmtré I'action inhibitrice de
BMP4 sur I'expression dEYP19Alet de la protéine aromatase induisant une dindnude
la sécrétion d'cestradiol. Chez la poule adulte, dralyses des effets des BMPs ont été
réalisées sur des cultures de cellules de granuipsane produisent pas d’cestradiol
(production assurée par les cellules thécales);l@&saucune mesure des effets sur cette
synthese n’a été réalisée. Cependant, ces réssibb@izosent aux observations faites chez les
mammiféres ou les BMPs s’ils ont des effets sord gdetentialisateurs de la sécrétion
d’cestradiol. En effet, chez les bovins et les qvBldP2 stimule la synthese d’cestradiol par
les cellules de granulosa (Souenal, 2002; Campbelkt al, 2006) tandis que BMP6 ne
modifie pas cette production d’cestradiol. Cependabt~9 (facteur ovocytaire et membre de
la famille des TGP) inhibe les effets de la FSH sur I'expressionG¥P19Alsuggérant un
réle d’inhibition de la production d’estrogénes.ngii, BMP4 qui est plus exprimé dans la
gonade femelle en différenciation n'a pas un rode pbtentialisateur de I'expression de
CYP19Alet de l'aromatase étape majeure de la difféerapoiade I'ovaire mais serait un
modulateur de la stéroidogénése et pourrait intérdans le maintient de celle-ci a un niveau

physiologique.

Suite a ce travail, nous avons investigué le rél8NP4 au cours de la différentiation
testiculaire afin de déterminer si les BMPs peuvambir les mémes actions dans un
environnement ou la stéroidogénese est moins add®eplus, comme BMP4 n’est pas un
facteur promouvant la synthese des cestrogenes, avauns recherché s’il pouvait étre un
facteur anti-testiculaire et avons étudié ses ®ffetir I'expression de « marqueurs

testiculaires » que sohAMH etSOX9
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BMP4 : régulateur de la stéroidogénese et de I'expssion dd’AMH lors du

développement testiculaire
La mention des figures en gras fait véféerence aux figures intégrées dans Carticle.
Résumé de I'étude :

Comme lors de la difféerenciation de I'ovaire, lestieule embryonnaire de poulet
exprime les enzymes de la stéroidogéneéSEAR HSD3B1 CYP11Al CYP17A1 et
HSD17B) engendrant la production de progestérone et stesi&rone qui sont détectées
dans le plasma des embryons de poulet des le jpuNéanmoins, en absence d’expression
de 'aromatase, le testicule ne synthétise paselgsogenes. Cependant, si cette production de
stéroides est réelle, les niveaux produits restédrtieurs a ceux observés chez la femelle. De
facon similaire a la gonade femelle, la stéroidégéndans la gonade méle est régulée
positivement par les gonadotropines FSH et LH négalgre plus faible expression de leurs
récepteursiSHRetLHR).

Afin de tester I'implication des BMPs dans la regidn de la stéroidogénése par le
testicule embryonnaire, nous avons développé désres organotypiques de testicules
gauches traités avec de la FSH ovine (oFSH: 25nhgéibu une protéine recombinante
humaine (rhBMP4: 50ng/ml). Les niveaux de stéroipexiuits ont été mesurés dans les
milieux de cultures apres 48h et 96h de culturedeardosages hormonaux. D’autre part, en
fin de culture (96h), I'expression des genes imm® dans la stéroidogénese a été analysée
par PCR en temps réel. De plus, il a été égalegtadié par PCR en temps-réel les effets de
ces molécules sur les marqueurs de la différenciaéisticulaires que sonAIMH et SOX9

En accord avec les précédentes études, la FSH ateyhaesécrétion de testostérone et
de progestérone par les testicules embryonnairsefoats 7 et 9. Ainsi, méme si I'expression
du récepteur a la FSH est plus faible dans la goma@éle que dans la gonade femelle, ces
testicules sont sensibles aux gonadotropines atd=efacon aussi précoce. Cette stimulation
des stéroides s'accompagne d’une stimulation dg@néssion des génesTAR HSD3B1et
dans une moindre mesure @¥P11AletCYP17A1(Figures 1 et 2.

Aux jours 7 et 9, BMP4 inhibe la production basatestimulée par la FSH de la
progestérone. De plus, au jour 7, BMP4 inhibe kst de la FSH sur la production de

testostérone tandis qu’au jour 9, cet effet esbMsnais n’est pas statistiqguement significatif
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De facon cohérente avec l'effet sur la progestér8hP4 inhibe I'expression basale
et induite par la FSH d&TAR D’autre part, BMP4 inhibe I'expression d¢SD3B1 et
CYP11Aldans les testicules au jour 9 ; suggérant quenailsilité aux BMPs augmente au
cours du développement testiculaire. D’autre [@tP4 inhibe I'expression basale et induite
par la FSH deCYP17A%; renforcant I'idée que BMP4 inhibe les effets deHSH sur la

production de testostérone méme si cette inhibiti@st pas statistiquement significative au
jour 9 Figures 1 et 2.

De facon intéressante, la FSH ainsi que BMP4 irhtiigne inhibition de I'expression
du gene codant pourAMH. De plus la FSH diminue également I'expressios@X9dans le
testicule embryonnaire au jour 9. Nous avons égatérmesuré I'expression de ces deux
géenes dans des cultures d’ovaires embryonnairegpats 7 et 9. Si la FSH inhibe également
'expression de 'AMH dans les gonades femellesjau 9, BMP4 ne modifie pas cette
expression. D’autre part, ni la FSH ni BMP4 n’oneftét sur I'expression deSOX9
Cependant, I'expression &OX9est spécifique du testicule, des lors les niveHexpression

relative mesurés dans la gonade femelle sont psadhédruit de fond et ne permettent pas la
détection d’'un effet inhibiteuH{gure 3).
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Abstract:

In chicken, the steroidogenesis which begins eamty during gonadal development, is
more active in the ovary and is essential for défeiation. Gonadotropins (luteinising
hormone, LH and follicle stimulating factor, FSHEeavell known regulators of this steroid
production. Furthermore, bone morphogenetic protéinvhich is more expressed in
embryonic ovaries than in testes, is an inhibitobasal and FSH-induced progesterone and
estradiol production. The present study aimed westigate the effect of this factor alone or
in combination with FSH on the steroidogenesis alengonads using organotypic cultures of
testes explanted at day 7 and day 9. The findihgsvshat BMP4 presents an inhibitory
effect on basal and FSH induced progesterone akdiieticed testosterone secretions trough
a downregulation of steroidogenic gene expressibarthermore, FSH and BMP4
downregulate the expressionAMH and SOX9genes. Because these two genes are essential
for testis differentiation, it is proposed that B#Eould be an anti-testicular factor.

Introduction:

In chicken, the determinism of sex
is genetic with a ZZ/ZW chromosomes
system where the female is heterogametic
(ZW). Gonadal organogenesis begins
around day 3 of incubation with the
thickening of the coelomic epithelium on
the mesonephros surface and is
characterized by a bipotential period until
day 6.5. From this time, testes and ovaries
begin to be histologically distinguishable.
If in birds, the major determining factor
equivalent of mammaliaBRYhas not been
yet identified, several genes have been
shown to be involved in the differentiation
of the testisDPMRT1, AMH, SOX9.) or of
the ovary CYP19A1 FOXL2 RSPOLl.)
[1-8]. Furthermore, experiments with

exogenous hormones showed that chicken
gonadal differentiation is sensitive to
steroids. Indeed, tha ovotreatment of ZZ
embryos with estrogens induces a transient
male to female sex reversal [9] while the
inhibition of estrogen synthesis leads to a
female to male sex reversal [10-14]. These
studies highlight that estrogens play a
crucial role during ovarian development.
The steroidogenesis begins early during
chicken gonadal development since gonads
already produce steroids (Progesterone
(P4) and Testosterone (T4)) at the time of
gonadal differentiation while only ovary
produce estradiol (E2) [15-22]. These
steroids are measured in plasma of day 7.5
embryos [22-24]. The steroid production is
the consequence of the expression of genes
coding for steroidogenic enzymes
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(HSD3B1 CYP11AlandCYP17A} in the
gonads of both sexes as early as day 7 [10,
25, 26]. However, only ovary expresses
CYP19A1 which encodes aromatase,
enzyme involved in the conversion of
androgens to estrogens [5, 10, 26].
Gonadotropins are involved in the
regulation of steroidogenesis in chicken
embryonic gonads and in particularly
stimulate T4 and E2 production [27-31].
Previously, we showed that BMP4 (bone
morphogenetic  protein)  which IS
preferentially expressed in chicken
embryonic ovaries exerts an inhibitory
effect on basal E2 and FSH-induced P4
production by cultured ovaries through the
downregulation of steroidogenic enzymes
genes, in particularl8TARand CYP19A1
(Carré et al., Article | et Il). The present
study aimed to investigate the effects of
BMP4 on basal and FSH-induced steroid
synthesis during chicken testicular
differentiation. Using organotypic cultures
of testes explanted at day 7 (corresponding
to the onset of gonadal differentiation) and
day 9 (corresponding to the onset of the
sexually dimorphic expression &MP4.),
and cultured in presence of rhBMP4 or
OoFSH each alone or in combination, we
checked the steroid production in the
culture media (steroid assays) and the
expression of steroidogenic (genes real-
time PCR) in the cultured testes explants.
Furthermore, we have studied the effects of
rhBMP4 and oFSH on the expression of
two testicular geneAMH and SOXO9.

Material and methods:
Animals:

Fertilized eggs of Isabrown hens
were incubated at 37.8°c and 40%
humidity. At day 7 or day 9, eggs were
removed and embryos were dissected after

decapitation.  All  procedures  were
approved by the Agricultural and Scientific
Research agencies and conducted in
accordance with the guidelines for Care
and Use of Agricultural Animals in

Agricultural Research and Teaching.

Organ culture:

For one independent culture
condition, four left ovaries or testes were
dissected, pooled and placed onto a 8um
polycarbonate membrane (Nunc, Roskilde,
Dennemark) floating on 500ul of culture
medium, according to stage (day 7 or day 9
of incubation) and sex (see below for the
genetic sexing). Culture medium was
DMEM with stable glutamine and without
phenol-red (Promocell, Heildeberg,
Germany) supplemented with bovine
serum albumin (BSA, 3mg/ml), cholesterol
(200ng/ml; water soluble powder) and
ampicillin  (50pg/ml) (all products from
Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France)
[32]. The culture medium was
supplemented or not with purified ovine
FSH (25ng/ml) (oFSH, lot n°’AFP-7028D;
4453 1U/mg; FSH activity=175 times the
OoFSH-S1 activity) and/or recombinant
human BMP4 (50ng/ml) (rhBMP4, R&D
systems Europe, Lille, France). After 48h
of culture at 37°c and 5% GQmedia were
replaced by fresh ones for 48 extra hours.
Media collected at 48h and 96h of culture
were stored at -20°C prior to steroid
assays. At 96h, ovaries were stored at -
20°C prior to RNA extractions.

Genetic sexing of chicken embryos:

At the time of gonad dissection,
small pieces of neck tissues were collected
for genomic DNA extraction according to
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Figure 1: Effects of oFSH and rhBMP4 on steroid productignchltured embryonic

chicken testes:

Left testes were explanted at day 7 or day 9 aftdredl for 96h with or without oFSH
(25ng/ml) in the absence or the presence of rhBiBBAg/ml). Results are represented as
means = S.E.M. Asterisks represent significaned#hce between treatment tested and
control (Welch’s student test: * p<0.05; ** p<0.0%* p<0.001). A) Progesterone levels in
7-days-old testes after 48h (white bars) and 9&ckibars) in culture (ng /ml of medium). B)
Progesterone levels in 9-days-old testes after(8ite bars) and 96h (black bars) in culture
(ng/ml of medium). C) Testosterone levels in 7-dalgstestes after 48h (white bars) and 96h
(black bars) in culture (pg/ml of medium). D) Testgrone levels in 9-days-old testes after
48h (white bars) and 96h (black bars) in cultuggrfp of medium)
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Etsoup’s method [33]. Briefly, tissues were
incubated for 2 hours at 55°c in 200ul of
10% Chelex100 resin (Biorad, Marnes-la-
Coquette, France) and proteinase K
(200mg/ml; Interchim; Montlugon,
France). PCR sexing was performed with
2ul of genomic DNA with W (female)
specific Xhol primers and 18s RNA
primers as previously described [34].

Hormonal assays:

P4 and T4 concentrations were
measured in each culture medium
(50uL/assay). P4 and T4 were assayed by
ELISA and RIA assays respectively and as
previously described [35, 36]. The limits of
detection were 0.4ng/ml for P4 and
0.12ng/ml.

Reverse transcription and quantitative
polymerase chain reaction (QPCR):

Total RNA was extracted using
Nucleospin RNA Il kit (MachereyNagel,
Hoerdt, France) according to the
manufacturer’s instructions. For cDNA
analysis, 500ng to 1pg of total RNA was
reverse transcribed with MMLV reverse
transcriptase in the presence of oligodT
(250ng), random hexamers (62.5ng), dNTP
(0.5nM) and RNAsine (RNAse inhibitor,
20U), all products purchased from
Promega (Charbonniéres, France).
Quantitative real-time PCR (qPCR) was
carried out on a Ligthcycler 480 (Roche
diagnostics, Meylan, France). Reactions
were performed in 10ul with 0.5uM of
each primer, 5ul of 2X Power SYBR
Green PCR Master Mix (Roche
Diagnostics, Meylan, France) and 2.5ul of
cDNA sample in 96-well plates. For each
set of primers (for primer sequences, see
“annexes”), efficiency curves were
generated using serial dilutions of the same

cDNA sample (pool of reverse-transcribed
RNA samples) in abscissa and the
corresponding cycle threshold (Ct) in
ordinate. The slope of the log-linear phase
reflects the amplification efficiency (E)
derived from the formula E = &Y51°P°)
Melting-curve analysis was performed for
each primer pair to check the purity of the
PCR product. The relative amount of the
target RNA (R) was then determined using
the following equation R= E'™"/ g Cttaoet
where Ct target is the cycle threshold of
the gene of interest and (@f is the cycle
threshold ofEEF1Agenewhich is used as
internal reference gene.

Data analysis:

All  experimental data are
represented as means * S.E.M. and
analyzed by Welch’s student test to assume
for different variances. For all analyses,
differences with p>0.05 were considered as
not significant. A minimum of 5 gonads
pools was wused for each treatment
conditions (biological replicates) coming
from 5 or 6 independent cultures.

Results:

Effects of oFSH and rhBMP4 on steroid
production by cultured testes:

To investigate, the involvement of
oFSH and rhBMP4 on steroidogenesis,
concentrations of P4 and T4 produced
between 0 and 48h and between 48 and
96h were measured in the media of day 7
and day 9 cultured testes (Figure 1).

Surprisingly, the basal production
of P4 and T4 by day 9 testes cultured for
48h was lower than that by day 7 testes
cultured for 96h (p=0.0215 and p=0.0015
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Figure 2. Effects of oFSH and rhBMP4 on steroidogenic engymene expression in
7-day or 9-day-old cultured embryonic chicken teste
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time RT-PCR analysis. Data are the mean + SEM tef@st gene expression relative to that
of the reference gene EEF1A. Asterisks represegifgiant difference between tested
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respectively). As expected oFSH increased
P4 and T4 production by day 7 as well as
day 9 cultured testes. And these increases
seem to be higher in day 9 cultured testes.
For example, oFSH increased the P4 levels
by 5.7 fold and by 7 fold in the media of
day 7 and day 9 testes cultured for 48h
respectively. Furthermore, rhBMP4
decreased basal P4 secretion by day 7
testes Cultured for 96h and by day 9 testes
cultured for 48h and 96h. In contrast to this
effect of rhBMP4 shown on P4 basal
levels, basal T4 levels were not different
from those found under rhBMP4.
Interestingly, rhBMP4 also decreased
oFSH induced P4 levels in the media of
day 7 and day 9 cultured testes and
decreased oFSH induced T4 levels in the
media of day 7 testes 96h

Effects of oFSH and rhBMP4 on
steroidogenic enzymes genes expression
in cultured testes:

To better understand, the effects of
oFSH and rhBMP4 on P4 and T4
production, we have measured by gPCR
the expression of genes coding for proteins
involved in the steroidogenesisSTAR
CYP11A1 HSD3B1 CYP17Al1 and
HSD17B) in day 7 and day 9 cultured
testes (Figure 2).

Consistent with its effects on P4
and T4 secretion, oFSH increas8TAR
MRNA expression in day 7 and day 9
cultured testes. Moreover, oFSH
upregulated HSD3B1 and CYP17A1
MRNA expression in day 7 cultured testes
and CYP11AImRNA expression in day 9
cultured testes. rhBMP4 treatment led to a
decrease of basal and FSH indu&TAR

and CYP11AImRNA levels in day 7 and
day 9 cultured testes. rhBMP4 also
downregulated HSD3B1 and CYP17Al

MRNA expression at both studied
developmental stages.
Effects of oFSH and rhBMP4 on

testicular markers genes expression in
cultured testes and ovaries:

In the aim to investigate the oFSH
and rhBMP4 effects on the testis
differentiation pathway, we have measured
the expression of two testicular markers
genes (AMH and SOX9) by gPCR in day 7
and day 9 cultured testes (illustrated in
figure 3).

The treatment with oFSH led to an
inhibition of SOX9 and AMH mMRNA
expression in day 9 cultured testes without
any effect in day 7 cultured testes.
Furthermore, it also decreased tA&IH
MRNA expression in day 9 -cultured
ovaries without affecting that o$0OX9
Moreover, rhBMP4 decreasedAMH
MRNA expression in day 9 cultured testes,
but any effect was observed on its
expression in cultured ovaries. The
treatment with rhBMP4 had no effect on
SOX9IMRNA expression neither in day 7
nor in day 9 cultured ovaries and testes.

Discussion:

Gonadotropins are well known
regulators of steroidogenesis in testes and
ovaries during chicken gonadal
differentiation [27-30, 37, 38] (Carré et al.,
Article 1). Consistent with these results, we
showed that FSH increased T4 and P4
productions by cultured testes as early as
day 7. The effects of FSH on steroid
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production are mainly mediated by an
upregulation of STARMRNA expression;
coding for the protein involved in the
transfer of cholesterol into steroid making
mitochondria [39].

However, the oFSH effects on the
other steroidogenic gene expression were
less obvious. Indeed, oFSH upregulates
CYP11A1 mRNA expression in day 9
cultured testes andHSD3B1 mRNA
expression in day 7 cultured testes only.
Moreover, higher T4 level under oFSH
stimulation was consistent with an
upregulation of CYP17A1 mRNA
expression coding for the enzyme which
converts P4 into androstenedione. FSH
stimulatory effects on P4 and T4
productions found in this study were less
powerful and those on steroidogenic gene
expression less obvious in the testes
compared to those found previously in
cultured ovaries in which all these genes
were upregulated after FSH stimulation
(Carré et al., Article 1l). This observation
confirms the fact that embryonic testes are
less sensitive to FSH than ovaries due to a
lesser expression level of tR&H receptor
in the testes compared to that in the ovaries
during chicken gonadal differentiation [25,
40]. In addition, weak mRNA expression
levels determined by gPCR for some of
these steroidogenic genes generate higher
data variability that could mask FSH effect
in cultured testes. In previous studies, we
have shown that several members of BMP
family were more expressed in the ovary
than in the testis during chicken gonadal
differentiation (Carré et al., Article 1) and
that BMP4 has inhibitory effect on T4 and
E2 basal secretion and FSH induced P4
secretion by cultured differentiating
ovaries (Carré et al., Article II). In the
present study we show that as in cultured

ovaries, BMP4 decreases basal and FSH
induced P4 secretion and FSH induced T4
secretion in cultured testes. These effects
seem to be the consequences of a
downregulation of STAR and CYP17Al
MRNA expression in basal and FSH
induced conditions and a downregulation
of HSD3B1 and CYP11A1l mRNA
expression in basal conditions only. The
absence of the effect on T4 level under
downregulation ofCYP17A1 mRNA by
rhBMP4 treatment observed in this study
could be due to the fact that BMP4 effect is
not sufficiently strong and could be
masked by the accumulation of this steroid
in the media.

During chicken gonadal
development,AMH is preferentially and
SOX9 is exclusively expressed in the
developing testes [3, 4, 41, 42]. So, we
have investigated the expression of these
genes under FSH or/and BMP4
stimulations. FSH decreases the AMH
MRNA expression in day 9 cultured testes
and ovaries. The lack of oFSH effect in
day 7 cultured testes could be explained by
the too weak expression BEHR[25, 40],
whereas in day 7 cultured ovaries, oFSH
effect could be masked by high variability
in qPCR measures due to the too weak
expression oAMH mRNA. These findings
contrast with those obtained in mammalian
adult testes, where FSH stimulatadiH
expression and secretion by an increase of
Sertoli cells proliferation and through an
upregulation of transcriptional activity of
AMH promoter [43-45]. Furthermore, the
decrease of serum AMH observed during
pubertal development in mice coincides
with the increase of intratesticular T4
concentrations suggesting a
downregulation of AMH by androgens
[46].



Moreover, prepubertallfm mice,
which are insensitive to androgens due to a
mutation in the androgens receptor (AR),
present a higher FSH-induced AMH
expression than control confirming the
involvement of androgens in AMH
downregulation [43]. Thus, in our model,
the downregulation of AMH by FSH could
be the consequence of the increase of T4
secretion by this gonadotropin. This
hypothesis could be envisaged because
chicken embryonic ovaries and testes both
express AR [47]. However the AR
expression level is lower in embryonic
testes compared to embryonic ovaries [47],
which could lead to the lowest sensitivity
of testes to androgens allowing a higher
AMH expression in the testes compared to
the ovaries.

Interestingly, in day 9 cultured
testes, similar to the downregulation of
AMH MRNA expression, oFSH
downregulatedSOX9 mRNA expression.
However, if in mammals SOX9 is a well-
known regulator of AMH mRNA
expression [48, 49], this regulation has not
been proved in chicken embryonic testes,
although chickePAMH promoter contains
SOX responsive element [3, 42, 50]. Thus,
the downregulation oAMH by FSH could
be due to the downregulation of tB©X9
expression. This inhibitory effect of FSH
on SOX9expression was not found in the
embryonic ovaries despite of the fact that
the downregulation of AMH expression by
FSH was detected in day 9 -cultured
ovaries. However the levels o080X9
detected by gPCR ithese ovariesvere
close to the background and did not allow
the detection of any inhibition. This is in
accordance with the in situ hybridization
experiments reported previously, in which
SOX9 expression in chicken embryonic

ovaries have not been detected [4];
Interestingly, BMP4 also inhibited the

AMH expression in day 9 cultured testes;
suggesting that the lower level of BMPs in
testes compared to that in ovaries could be
necessary to avoid an inhibition of a
crucial factor for chicken testicular

differentiation.

To conclude, FSH and BMP4 have
opposite effects on steroidogenesis during
chicken gonadal differentiation but both
are inhibitors of a major testicular gene
which is AMH.
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Discussion et perspectives :

Cette étude met en évidence un potentiel role itguib de la FSH et de BMP4 sur
l'expression du gene deAMH au jour 9, hormone indispensable au développement
testiculaire et dont I'expression marque le débetla mise en place de I'organisation
spécifique de la gonade male. Néanmoins, dansolesdgs femelles au jour 9, si FSH inhibe
egalement I'expression deAMH, BMP4 n’a pas d'effet. Ainsi, les effets obserncdez le
male peuvent ne pas étre un effet spécifigue auP8Iduisque les BMPs et les Activines
utilisent des récepteurs communs. Afin de testde dg/pothése, des cultures organotypiques
pourraient étre réalisées et traitées avec d’antessbres des BMPs ou de I'activine afin de
déterminer le role de ce facteur dont les sousarsont plus exprimées dans le testicule

embryonnaire de poulet (Article 1).

En paralléle de I'inhibition de AMH, la FSH inhibe également I'expressionSeXx9
Malgré le fait que le début de I'expression $®@X9dans la gonade male soit postérieur a
celui de TAMH, indiquant queSOX9ne peut étre l'inducteur de I'expression d&MH; il
n‘est pas exclu quesOX9 puisse ultérieurement comme chez les mammiférgslee
'expression de AMH puisque des éléments de liaisons aux SOX sorduneis dans la
séquence régulatrice de son promoteur chez le fpddés lors, les effets de la FSH sur
I’ AMH peuvent étre médiés par une inhibition de I'exgicesdeSOX9

D’autre part, chez les mammiféres, il est supposé lgs androgenes inhibent la
sécrétion de 'AMH (Reet al, 1993). Or la FSH stimule la production de tesiaste par les
gonades embryonnaires, des lors via cette stirounlatie synthése de la testostérone, il
induirait I'inhibition de I'expression de AMH. Afin de tester cette hypothése, nous
envisageons de réaliser des cultures organotypidasesgonades de poulet en présence de
testostérone. D’autre part, cette hypothese essageable car les gonades males présentent
une expression plus faible du récepteur aux andegget de FSHR. Dans ces conditions,
dans la gonade male, les effets inhibiteurs deSld Beraient limités laissant la possibilité de
I'expression du gene majeur de la différenciatestitulaire qu’est AMH.

De plus, ces résultats suggérent que si BMP4 nfms indispensable au
développement ovarien, son expression limitée thag®nade male est nécessaire pour une

pleine expression de TAMH.
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I- Partie I: Etude des profils d’expression de 110 genes au

cours de la différenciation gonadique chez le poulet

Au cours de la premiére partie de ce travail dsg¢h@ous avons étudié les profils
d’expression de 110 génes au cours de la diffémgoni gonadique dans les gonades gauche
et droite chez le méle et chez la femelle par P@Remps réel. L'analyse de ces résultats
nous a permis d’identifier de nouveaux génes qurnagent étre impliqués dans la mise en
place du testicule comme par exemplM1 ou encoreADAMTS12 L’'étude de ces deux
genes candidats sera poursuivie au sein du lalergiar une recherche de leurs expressions
dans le testicule de souris afin de détermines sdnt conservés au cours de I'évolution et
d’autre part, ils font I'objet d’'une étude phylodggue en collaboration avec G.Pascal. De
plus, ce travail a permis de montrer que les élésnéa la superfamille du T@GFprésentaient
des expressions sexuellement dimorphiques avecexpiession préférentielle du systéme
Activine/Inhibine dans le testicule et certains nhees des BMPs dans l'ovaire. Cette étude
est la premiere qui démontre I'expression au seifadgonade embryonnaire de poulet de
certains des récepteurs et de certains effectetreséllulaires (les SMADS) de cette famille ;
suggérant qu'au cours de la différenciation gonaeligmbryonnaire, la voie de signalisation

des TGB serait fonctionnelle.

Néanmoins, une des limites de cette approche réside le choix a priori des génes
etudiés; sélectionnés pour la majorité d’entre gaxr leur implication dans la différenciation
gonadique d’autres espéces de vertébrés. De plasrtains genes semblent présenter une
expression asymétrique, seuls deux gerigBX@4 et PITX2 présentant une expression
préférentielle dans la gonade gauche sont communganades des deux sexes. Or lors de la
mise en place de l'asymétrie, les genes impliquess cces mécanismes sont exprimés de
maniére asymétrique dans les gonades des deux(séxasapitre V-1, p38). Afin de parfaire
cette recherche de génes candidats et en partidaligenes impliqués dans la régulation de
'expression de&sOX9et deFOXL2 ou encore d€YP19A1 et de faciliter I'identification de
ces nouveaux facteurs ainsi que ceux impliqués demsmécanismes de l'asymétrie ;
l'utilisation de puces a ADN pangénomique Affimetou Agilent ou une puce a EST
AGENAE-chick (avec 46% des séquences issues destissproducteur) (Hérault, 2005)

pourrait étre envisagee.

De plus, les récents travaux sur la réegulation pasiscriptionnelle de I'expression des genes

montrent I'implication des microARNs dans la rédua de la croissance et la différenciation



cellulaire ainsi que dans I'apoptose. Ces petitdlARssocient aux protéines argonautes dans
le complexe RISC (RNA induced silencing complexir&nant la répression de la traduction
en se liant par complémentarité aux régions 3'tnauites des ARN cibles (Hammoatlal,
2000; Hammoncet al, 2001). Les mécanismes de répression par le campSC sont
variables : il peut agir en recrutant la machinet&ée déadenylation ou d’enlevement de la
coiffe qui vont déstabiliser les ARNm mais il p&galement séquestrer les ARNm dans le
cytoplasme ou perturber la liaison des facteursitiition ou d’élongation de la traduction
(Rehwinkelet al, 2005; Behm-Ansmargt al, 2006; Pillaiet al, 2007). Bannister et al. ont
récemment mis en évidence I'expression sexuelledierdrphique de certains microARNSs et
présente un exemple de miRNA sont |'expression msfférentielle dans la gonade
embryonnaire méale de poulet par rapport a la gofiehelle (Bannisteet al, 2009). Dés
lors, il est possible d’envisager I'existence den@ARNs pouvant inhiber I'expression de
CYP19Alou deFOXL2 dans la gonade male ou inhibé&8®X9dans la gonade femelle ;
ouvrant de nouvelles perspectives dans les mécasistes régulations géniques impliqués
dans la mise en place de la gonade. De méme ofadés BMPs au cours du développement
gonadique pourrait étre régulée par ces microAHMseffet, au cours de la différenciation
des cellules souches du foie, il a été identifiémioroRNA (miRNA-23b) dont les cibles
potentielles pourraient étre les SMADs 3, 4 etdul@nt ainsi la signalisation des TEors

de la mise en place du canal biliaire (Rogtral, 2009) et de fagon similaire un autre
microRNA (miRNA-208) limite I'action de BMP2 sur ldifférentiation des préostéoblastes
chez la souris (Itolet al, 2010). Le développement récent de puces a miRaigttrait

d’identifier les miRNA dont I'expression difféere e la gonade male et femelle de poulet.

D’autre part, si l'implication de la stéroidogénedans la différenciation gonadique est
pleinement démontrée, les mécanismes moléculamngiigués ne sont pas complétement
élucidés. Afin d’identifier, les génes dont I'expseéon est régulée par les cestrogenes, nous
envisageons de réaliser des études de comparaigoandcriptome de gonades femelles avec
des gonades d’'individus génétiguement méale mais léogexe phénotypique est « inverse »
par traitement avec des cestrogenes et des gonaadisidus génétiguement femelle mais
dont le sexe phénotypique est « inversé »suit@filbition de 'aromatase.
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II-Partie Il : Etude des implications de BMP4 et de la FSH au

cours de la différenciation gonadique chez le poulet
1- Régulation de la stéroidogénese

a- Les effets de la FSH

Nos travaux confirment que l'activité stéroidogémqest plus importante dans
'ovaire embryonnaire de poulet et qu’elle augmesntecours du développement tandis que
celle-ci reste plus constante dans les testicula® ées jours 7 et 9. Nos travaux confirment
également le réle des gonadotropines et en padicdé la FSH dans la régulation de la
stéroidogénése dans la gonade embryonnaire det paele une voie de signalisation qui est
fonctionnelle des le début de la différenciatiosttliogique de la gonade. D’autre part, ce
travail confirme la plus grande sensibilité de ¢enade femelle a la FSH due a une expression
plus importante du récepteur a la FSH. De pluxplession de ce récepteur augmente au
cours du développement ovarien induisant une autatien de la sensibilité aux effets de la
FSH. Ces données confirment les travaux d’Akazetrad. qui ont montré que le récepteur de
la FSH était plus exprimé dans I'ovaire que danwes$ticule et que son expression était plus
forte au jour 12 qu’au jour 6 (Akazonet al, 2002). Chez les autres vertébrés, I'expression
des récepteurs aux gonadotropines est égalemestvébsdés le début de la différenciation
de la gonade comme chez les bovins (Waedgl, 1992), les porcins (Goxat al, 1993), le
xenope (Urbatzkat al, 2010) ou le babouin (Zaches al, 2003). Cependant, chez le rat,
'expression deFSHR n’apparait dans I'ovaire qu’apres la naissanceéitagu’elle apparait
dans le testicule au jour 15 du développement eomnigire (Richardet al, 1979). D’autre
part, chez le pord;SHRet LHR sont plus exprimés dans le testicule embryonripieedans
'ovaire reflétant la mise en place des celluleslLagdig qui sécrétent une quantité plus
importante de testostérone que I'ovaire ou aucllictdite en croissance n’est retrouvé (Goxe
et al, 1993). Ainsi, la sensibilité aux hormones gonemjmes serait corrélée avec l'activité
stéroidogéne de la gonade embryonnaire comme ehgaulet ou la production de stéroides

est plus importante dans l'ovaire.

Au cours de nos expériences, nous avons montrgniieatation de la sensibilité a la
FSH pendant la différenciation ovarienne, conségei@iune expression plus importante de
FSHRmais sans influence de la FSH elle-méme sur esfbeession. Pourtant, suite a une
adénohypophysectomie précoce (44h d’incubatiomstilobservé une diminution des niveaux



d’expression du récepteur a la FSH et a la LH auxsj9 et 13 (Sanchez-Bringetsal, 2006)
suggérant une régulation des récepteurs par lendm@s gonadotropes. Ces résultats sont
néanmoins a moduler par le fait qu’'ils n'aient g&s obtenus par PCR en temps réel et ne
sont donc pas quantitatifs. Cependant, la FSH angame la prolifération des cellules
ovariennes (Velazqueet al, 1997; Mendez-Herrerat al, 1998; Pedernerat al, 1999), la
diminution de I'expression du récepteur aprés aldg@nophysectomie pourrait étre une
conséquence de la diminution du nombre de cell@edors des études des effets de la FSH
sur la prolifération dans les cultures de gonadebrgonnaires dissociés, les effets sur la
prolifération cellulaire sont visibles dés 60h ddture. Nous envisageons de vérifier si dans
le cadre des cultures organotypiques, les effets &&SH sur la prolifération sont également
retrouvés. D’autre part, chez les mammiferes, |Bl ESles cestrogénes agissent en synergie
pour stimuler I'expression deSHRen augmentant le nombre de cellules de granul@sa.
maniere similaire, chez le poulet, les cestrogenasrrapient par l'augmentation de la
prolifération augmenter les niveaux #SHR Néanmoins, dans les cultures de cellules
ovariennes de poulet au jour 18, I'ajout de3-béstradiol ne modifie par les niveaux de
prolifération (Velazquezt al, 1997). Ces expériences ayant étés realisés unantea ce

stade tardif, cela n’exclut pas un réle mitogene erogenes a des stades antérieurs.

Dans les cellules de granulosa des poules adplteseurs voies de signalisation de la
FSH ont été identifiées. Comme chez les mammifégexffets de la FSH sur 'augmentation
de I'expression et de l'activité de STAR et suufaentation de la production de P4 sont
médiés par l'activation de la voie AMPc/PKA (John&b al, 2001). D’autre part, I'activation
de la voie des MAPK (mitogen activated kinase-ljx®tein) via I'activation de EGFR
(epidermal growth factor receptor) (Johnstral, 2001) ainsi que l'activation de la voie PKC
(Woodset al, 2007a; Woodst al, 2007b) supprime les effets de la FSH sur la ®g&h
protéigue de STAR et sur la production de la priggese par les cellules de granulosa
indifférenciée tandis qu’au cours du développenieliiculaire, les deux voies deviennent
stimulatrices de I'expression d&TARet de la production de P4 (Woods al, 2007a).
D’autre part, les effets prolifératifs de la FSH $s cellules ovariennes embryonnaires de
poulet sont médiés par I'activation de la PKT (Raret al, 2009).

Nous envisageons de poursuivre ces travaux stiléede la FSH au cours de la

différenciation gonadique chez le poulet, par lasiigation de ces différentes voies.
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b- Les effets de BMP4

Cette étude sur le réle de BMP4 dans la gonade yembaire de poulet est la
premiére & montrer une voie fonctionnelle des BM&s le début de la différenciation de la
gonade que ce soit chez le male ou chez la femidélanmoins, lors de ces expériences, il a
éte utilisé une protéine recombinante humaine ptase84% d’identité de séquence avec la
protéine de poulet; l'utilisation d'un systeme drétogue pourrait expliquer en partie la
variabilité observée dans les réponses a BMP4 estilpossible que les effets observés
seraient plus marqués en utilisant un systeme haguel Cependant, BMP4 semble étre un
régulateur de la production basale et induite @d&3H de la progestérone via une régulation
des geneSTARet CYP11Alet en absence d’effet sur I'expression du récetda FSH. Des
lors, BMP4 pourrait agir en régulant I'activité dadénylate cyclase induite par la FSH
comme c'est le cas chez les mammiféres (Pietrd, 2004; Knightet al, 2006). De plus, la
signalisation des BMPs et de la FSH utilise égatgrtaevoie des MAPK dans les cellules de
granulosa des mammiféres (Moateal, 2001; Dewiet al, 2002; Yuet al, 2005; Miyoshiet
al., 2007). Cependant, ces BMPs sont potentialisaties effets de la FSH sur la
phosphorylation de P38 et par ce biais stimuladeua production d’cestradiol par les cellules
de granulosa de rat (Inaga&t al, 2009). De plus, linhibition de la phosphorylatiae
Erk1/2 surprime les effets mitogénes de BMP15 saraellules sans affecter la production de
progestérone (Mooreet al, 2003). Néanmoins, linvestigation de limplicatiode ces
différentes voies dans notre modéle pourrait pdrmete mieux comprendre l'action des
BMPs et pourrait permettre de déterminer si pdbias les BMPs peuvent réguler les effets
de la FSH.

De plus, la stimulation importante par la FSH enhibition par BMP4 de la
production de progestérone, nous amene a nousagégrsur 'importance de ce stéroide au
cours de la mise en place de l'ovaire chez le pouts de la premiere étude, nous avons
montré que I'ovaire comme le testicule embryonndaeoulet exprimaient le récepteur a la
progestérone (PR) suggérant une action paracrice deroide. De facon similaire a I'ovaire
de poulet, 'ovaire embryonnaire de rat ne posgidede follicules qui se mettent en place
apres la naissance (les ovocytes étant organisaglgnet sécretent des niveaux importants
de P4 (Kezelet al, 2003).
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Figure 15 : Effets des différents membres de la faflé du TGFp sur I'activité transcriptionnelle de FOXL2
dans les cellules de granulosa de brebis.

Les cellules de granulosa de petits follicules tauam de brebis sont cultivees pendant
24h avec 5% de sérum ovin foetal. Ces cellules exosiiite transfectées avec la construction
promoteur-luciféraseQYP19Alou STAR associée a un plasmide exprimant ou RGXL2
Pour chacune de ces associations, les cellulestrsitdies pendant 48h avec ou sans BMP4
(50ng/ml), Activine-A (50ng/ml) ou TER (5ng/ml). Les lettres différentes indiquent les
effets significatifs de I'expression de FOXL2 suactivité luciférase pour chacune des
conditions de traitement (p<0.05). Les astérisquekquent les effets significatifs des
traitements sur les activités luciférase (* p<Q.65p<0.01 ; *** p<0.001).
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Lors de culture d’ovaires de rats prélevés a lasaaice (JO), I'ajout de P4 inhibe la
formation des follicules primordiaux et la transitide ces follicules en follicules primaires
(Kezele et al, 2003). Ainsi, nous pouvons émettre I'hnypothése tu P4 jouerait un réle
similaire dans I'ovaire embryonnaire de poulet eiardant la mise en place de I'organisation

folliculaire.

Outre son effet sur la progestérone, nous avondringne BMP4 était un inhibiteur
de la synthese de [I'cestradiol par inhibition dexpiession transcriptionnelle et
traductionnelle de I'aromatase. Ainsi, BMP4 qui estfacteur plus exprimé dans 'ovaire ne
semble pas étre un facteur qui promeut le développe ovarien. D’autre part, nous avons
etudié les effets de BMP4 sur I'expressionFi&XL2 dont la protéine est impliquée chez les
mammiféres dans I'inhibition de I'expression du g&TARet dans la stimulation de celle de
CYP19A10r nous avons observé des effets inhibiteursMBBsur I'expression de ces deux
genes sans modification de I'expressionFd@XL2 Outre une action sur I'expression de ce
gene, la signalisation des BMPs pourrait modulgetivité de ce facteur de transcription sur
les promoteurs de ses genes cibles. Cependant)etansltures de cellules de granulosa de
petits follicules a antrum de brebis cycliquesB8iP4 seul est inhibiteur de I'activité du
promoteur deCYP19A1 il ne modifie pas l'activité stimulatrice d&OXL2 sur ce promoteur
(Figure 15) (données non publiées obtenues lomale stage de MIl sous la direction de
S.Fabre) et de facon similaire BMP4 ne modifie paibition exercée par FOXL2 sur
'expression deSTAR Ces données renforcent lidée que l'action de BM$ur la
transcription des genes de I'aromatase €@ &Rest indépendante de I'action de FOXL2.

2- Régulation de I'expression de 'AMH

Ce travail de thése a également permis de mettévidence un réle inhibiteur de la
FSH et de BMP4 sur I'expression dAMH. Hormis une concentration plasmatique de FSH
plus importante dans I'embryon male, I'expressidaospfaible de FSHR et donc une
sensibilité moindre aux gonadotropines sont coliéseavec une expression plus importante
et indispensable de 'AMH au cours du développentesticulaire. Ainsi, BMP4 serait un
facteur « anti-testiculaire » dont la plus faiblpression dans le testicule serait favorable a
I'expression de AMH.

a- Lerédle de SOX9
Dans les testicules prélevés et cultivés au jode @éveloppement, la diminution de

'expression de 'AMH par la FSH est associée a dmginution de I'expression d8OX9



Bien que I'expression de SOX9 mais également de F5&0X4 et SOX11 (Takadet al,
2005) soit temporellement postérieure au débutekgression de AMH, il n'est pas exclu
gue ces genes soient des régulateurs de I'expnedsidAMH au cours du développement

testiculaire.

Des lors I'action de la FSH pourrait étre médiéeyree diminution de I'expression de
SOX9 Afin de vérifier cette hypothése, il serait igsant de coupler le promoteur de poulet
de 'AMH a une activité luciférase et de mesurectivité de ce promoteur en présence d’'un
vecteur d’expression d@OX9 L'utilisation de lignées de cellules exprimantear surface, le
récepteur a la FSH (par ex : cellules KGN) perragteansuite de regarder les effets de la FSH
sur cette activité du promoteur en présence ounabsgeSOX9 Néanmoins, dans l'ovaire,
nous avons observé une diminution de I'AMH suiteraitement par la FSH alors que dans
cette gonade femelle, I'expression 8@X9est absente indiquant que la FSH est capable de
réguler I'expression deAMH d’une autre maniére que par I'inhibition de langeription de
SOX9

b- L’action des stéroides

Lors du développement ovarien, la synthese plusoitapte de testostérone et
'expression plus importante du récepteur aux ageiies suggerent une action paracrine de
ce stéroide. Or chez les mammiféres, les androggargsdes inhibiteurs de I'expression de
'AMH. En effet dans les petits follicules a antrumovins la T4 induit une diminution de
'expression de 'AMH. Ainsi I'action inhibitrice € la FSH sur I'expression de I'AMH
pourrait étre la conséquence de la stimulationadgetrétion de T4. Afin d’investiguer cette
voie de régulation nous envisageons de cultiver gtesades embryonnaires de poulet en
présence d’androgenes.

D’autre part, les expériences d’inversion du sesmdile-méale par inhibition de
'aromatase, montrent une augmentation de I'expyasde 'AMH (Vaillant et al, 2001b)
suggérant que les cestrogenes réguleraient négativamtte expression. De fagcon cohérente
avec cette hypothése, l'inhibition de 'AMH parAF&H s’accompagne d’une augmentation de

I'cestradiol.

Néanmoins, alors que dans les gonades femellesABMtbe I'expression deAMH
il est également inhibiteur de la synthése desoggsties et dans les cultures de cellules de
granulosa des follicules hiérarchiques de poutegaitement avec I'cestradiol ne modifie pas

I'expression de AMH (Johnsoret al, 2008). Ainsi, il semblerait que lors des invensialu
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sexe, 'augmentation de '’AMH suite a l'inhibitiafe la synthese des cestrogenes pourrait ne

pas étre la conséquence d’un effet direct.

3- L'implication des BMPs dans un autre modele d’étude.

Cette étude sur I'implication d’'un membre de la iflendes TGIB au cours de la
différenciation gonadique s’est en partie inscdéms un programme de transversalité inter-
especes (brebis, chevre, truite arc-en-ciel etgipalant fait I'objet d’'un financement par les
crédits incitatifs du département PHASE de I'INRA.

Au cours de la différenciation gonadique chez Ugtdrarc-en-ciel, il a également été
démontré un dimorphisme sexuel dans les profilgptession de plusieurs membres de la
famille des TGB avec une surexpression des sous-unités inhibinerec au cours de la
différenciation testiculaire et une expression @méftielle deGDF9 et BMP7 dans la gonade
femelle (Baronet al, 2005). De plus, il a également été réalisé déwmres de gonades
embryonnaires en présence de différentes protéauesnbinantes humaines (BMP3, BMP5,
BMP4 et BMP6). Dans ce modele, I'utilisation d'uyseme hétérologue a entrainé une trés
haute variabilité des résultats (66% d’identité séguence entre la protéine recombinante
humaine de BMP4 et celle de truite arc-en-ciel)amMN@oins, les données préliminaires
obtenues avec BMP4 montrent qu’il n'a pas d'effet ks genes ovarienCYP19Alet
FOXL2) mais de facon intéressante, il inhibe I'expressienCYP26bqui est un géne
« testiculaire ». Il semblerait donc que chez degmm comme chez le poulet, BMP4 aurait un
réle anti-testiculaire (Données personnelles deuij@n et A.Fostier, INRA, SCRIBE,
Rennes).
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Figure 16: role de BMP4 et FSH dans les gonades embryonnairds poulet: résultats connus et perspective
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Conclusions

En conclusion, ce travail de thése a dans sa premagtie ouvert de nouvelles pistes
d’investigations dans la différenciation gonadiqtieez le poulet, en mettant en évidence
plusieurs nouveaux acteurs moléculaires dont lestimns dans ce processus restent a
explorer. Parmi ces acteurs se trouvent les memibeesa superfamille du T@GFdont
plusieurs BMPs ont été trouvés préférentiellemeqdrimés dans I'ovaire embryonnaire.
L’étude fonctionnelle du réle d’'un de ces BMPs, BMEBt de la FSH a mis en évidence leurs
implications; par des effets opposés, dans la afigul de la stéroidogénese. En effet, la FSH
est stimulateur des productions d’cestrogénes @ragestérone tandis que BMP4 inhibe la
production basale et induite par la FSH de progesé et inhibe la production basale
d’cestradiol. Ainsi, cette premiére étude fonctidlend’'un membre des BMPs au cours de la
différenciation gonadique chez le poulet, tend antmev que BMP4 serait un frein a une
stéroidogénése trop importante. D’autre part, l&d E9mme BMP4 sont inhibiteurs de
'expression de AMH considéré comme un acteur majeur de la différépaiales cordons
testiculaires qui nous conduit a émettre I'hypothémie BMP4 serait un facteur « anti-
testiculaire ». Cependant, les mécanismes ou lies e signalisations impliquées dans ces
régulations restent a étre élucidés (Figure 16)plbs, ce travail pourrait étre complété par
I'étude d’autres membres de la superfamille du F G présentaient un dimorphisme sexuel
dans leurs profils d’expression. Et il est ainsvisagé de réaliser des études fonctionnelles
sur I'implication des activines au cours du dévpkapent testiculaire. De ménm@MP3 qui
est préférentiellement exprimé dans I'ovaire gawestaun membre des BMPs peu étudié dans
les autres modeéles et qui semble étre un inhibiteuta signalisation des autres BMPS
(Gameret al, 2008; Gameet al, 2009). Ainsi, I'étude des fonctions de ce factgpporterait
un nouvel éclairage sur I'implication des BMPs démgléveloppement gonadique chez le

poulet.
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Mise en évidence de I'expression et de I'activiteedBMP1 dans le follicule ovarien de
brebis

Les figures mentionnées en gras font référence aux figures intégrées dans Carticle.
Résume de I'étude :

Dans le cadre de 'étude des réles des BMPs dawaitte, la poursuite d’'un travail
initié au cours de mon stage de Ml a mené a urlebmhtion sur I'étude de I'expression et

de I'activité de BMP1 dans les cellules de gramalds brebis adulte cyclique.

BMP1 ne possédant pas d’activité de facteur dessaoice, il n’est pas réellement un
membre de la famille des BMPs mais ce géne codewpmmétalloprotéase de la famille des
astacines. Outre une activité de procollagénaseR Blgrésente une activité chordinase. Le
clivage de chordin, un antagoniste des BMPs, libéslors BMP2 ou BMP4 dans le milieu

extracellulaire engendrant une augmentation de lactivités.

Cette étude a permis de montrer pour la premiéeel'fexpression préférentielle de
BMP1 dans les gonades, I'hypophyse et les poumioes le mouton. De plus, I'expression de
ce gene dans les gonades embryonnaires est déteatéau long du développement mais
sans dimorphisme sexuel appardng(re 1 et 9. De facon similaire, I'expression de ce gene
(dont la protéine est détectée dans les cellulegrdeulosa) ne varie pas au cours de la
folliculogénése terminales (du stade de petit dolé a antrum jusqu'au follicule pré-
ovulatoire ayant recu la décharge de LHg(re 4).

D’autre part, la culture de cellules de granulosapeésence de BMP4 diminue
'expression deBMP1 tandis que le traitement par l'activine A augmebggpression de
BMP1 suggérant un réle de BMP1 dans la régulation aetiVité des BMPs (SMAD1/5/8)
versus l'activité du systeme des activines (SMAD2[3 plus si la FSH et IGF1 seuls ne
modifient pas I'expression de ce géne, lorsqudrkitements sont combinés, il est observé
une inhibition de I'expression &MP1 (Figure 5).

Puisque le lieu d’expression de la protéine BMRlpesféerentiel dans les cellules de
granulosakigure 3), il a été supposé que l'activité de la protéinevait étre retrouvée dans
les liquides folliculaires composant I'antrum. Dares liquides folliculaires prélevés des

petits et grands follicules, il est détecté unevaét procollagénase qui est similaire a celle



observée en présence de la protéine recombinameihe BMP1 et cette activité est plus
importante dans les antrum des petits folliculEgyre 6). De maniére similaire, il est
observé une activité chordinase qui est égalemierst glevée dans les petits follicules a

antrum Figure 7).
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ABSTRACT

Bone morphogenetic protein (BMP} 1 is a vertebrate metal-
loprateinase of the astacin family. BMP1 plays a key role in
regulating the formation of the extracellular matrix {ECM},
particularly by processing the C-propeptide of fibrillar procol-
lagens. BMP1 also promotes BMP signaling by releasing BMP
gsignaling molecules from complexes with the BMP-antagonist
chordin. As a resalt of BMP1's dual role in both ECM formation
and BMP signaling, we hypothesized that BMP1 could play a role
in ovarian physiology. Using the sheep ovary as a model system,
we showed that BMP1 was expressed in the ovary throughout
early fetal stages to adulthood. Furthermore, in adult ovaries,
BMP1 was expressed along with chordin, BMP4, and twisted
gastrulation, which together form an extracellular regulatory
complex for BMP signaling. Within ovine ovaries, immunohis-
tochemical localization demonstrated that BMP1 was present in
granulosa cells at all stages of follicular development, from
primordial to large antral follicles, and that the levels of BMP1
were not affected by the final follicle selection mechanism. In
cultured granulosa cells, BMPT expression was not affected by
gonadotropins, but BMP4 and activin A had oppesing effects on
the levels of BMP1 mRNA. BMP1 appeared to be secreted into
the follicular fluid of antral follicles, where it is able to exert
procallagen C-proteinase and chordinase activities. Interesting-
ly, BMP1 activity in follicular fluid decreased with follicular
growth,

BMPI, folficle, follicular development, granuiosa cells, ovary

INTRODUCTION

Bone morphogenetic protein (BMP) 1 is the vertebrate
prototype of the tolloid family of metalloproteases. The BMPs
were initially identified as a complex of proteins capable of
inducing ectopic bone formation [1]. Notably, the BMPT gene
also codes for a second, lenger protein named mammalian
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tolloid {mTLD) [2]. Each of these proteins contains & protease
domain, common to the astacin family of metalloproteases,
near the N-terminus [3]. This protease domain is followed by a
regulatory region centaining epidermal growth factor-like
motifs, which are thought to bind calcium ions [4, 5], and
“CUB™ domains [6], which are thought to mediate protein-
protein interactions [7]. Furthermore, a third altematively
spliced variant encedes a protein in which & novel histidine-
rich region replaces the BMPl-specific C-terminal domain
(denoted BMP1/His) [2]. BMPI differs from the other BMPs in
that it is 2 metalloproteinase rather than a transforming growth
factor beta (TGFB)-like protein. Through cleavage of the
BMP-antagonist chordin, BMP1 is thought te promete BMP
signaling (and, thereby, bone formatien) by releasing the
TGFB-like morphogens BMP2 and BMP4 from extracellular
latent complexes with chordin [, 9]. BMP1 and mTLD also
remove the C-propeptides from procollagens I-IIT [18, 11], an
essentizl step in the formation of collagen fibrils and, hence, of
all fibrous extracellular matrices (ECMs). The tolloid family of
metalloproteinases further promotes ECM formation in numer-
ous ways, including the processing of the minor collagens V
and X1 [12-14] and the proteolytic activation of lysyl oxidase
[15], which is required for the formation of covalent cross-links
in both collagen fibrils and in elastic fibers [16].

Regarding the biological actions described above (i.e., BMP
ligand bioavailability and ECM remodeling), we hypothesized
that BMPI could play a role in ovarian physiology. BMPZ and
BMP4 have been implicated in the autocrine/paracrine
regulation of ovarian function in mammals and are thought
to medulate folliculogenesis and ovulation rate [17-20]. For
example, these BMP factors regulate granulosa cell differen-
vation and delay the luteinization process [21]. Coordinated
release of BMP2 and BMP4 from chordin, by the chordinase
activity of BMPI, could therefore regulate BMP signaling in
the ovary. Through its procellagen C-proteinase (PCP) activity,
BMP1 could also regulate the formation of ECM during
ovarian folliculogenesis. The importance of the ECM for
follicular development is exemplified by the cbservation that
both the growth and atresia of ovine ovarian follicles is
associated with dramatic changes in the composition of the
collagencus ECM in which the theca and granulosa cells are
embedded [22-24].

Using the ovine species as a model, the present study aimed
to 1} identify BMP1 mRNA and protein in ovarian tissues, 2)
study the regulation of BMPI transcripts by important
meodulators of felliculogenesis (i.e., gonadotropins, insulin-
likke growth factor 1 [IGF1], and TGFB family members), and
3} assay the PCP and cherdinase activities of BMP1 in ovarian
follicular fluids.
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BMP1 IN OVARIAN FOLLICLE DEVELOPMENT

MATERIALS AND METHODS

Hormones and Reagents

Flurogestone acetate sponges used to synchronize estrous cycles were
obtained from Intervet. Forcine follicle-stimulating hormone (pFSH} from
pituitary extracts (pFSH activity = 1.15-fold the activity of National Institutes
of Health [NIH] pFSH-P1} (used for ammal mjections} and ovine luteimzing
hormone (oLH achvity = 1.38-fold the actvity of NIH oLH-821) were
obtained from Dr. Y. Combamous (INRA, Nouzilly, France}. Purified ovine
FSH-20 (0FSH; lot no. AFP-7028Dy; 4453 TUfmg; FSH activity = 175-fold the
activity of oFSH-517, used in cell culture, was a gift from the National
Tnsttute of Dhabetes and Digestive and Kidney Diseases (National Hommone
Pitmtary Program, Bethesda, MD). Recombinant human BMP1, BMP4, and
activin A were obtained from R&D Systems Eurcpe. IGFL was obtained from
Ciba-Oeigy. Recombinant TGOFBIL, rabbit polyclonal anti-BMPL, mouse
monoclonal ann-Mye 9E10, and McCoySA culture medium were obtamed
from Sigma-Aldrich.

Amimals

The estrous cycles of all adult ewes in the present study were synchromzed
with Intravaginal sponges impregnated with fluorogestone acetate (40 mg) for
14 days. This reatment mimics a luteal phase, with LH surge and ovulation
occuring approximately 40 and 60 h, respec ively, after sponge removal. All
procedures were approved by the Agnicultural and Scientific Research agencies
(approval no. C37-175-2} and were conducted n accordance with the
Guidelimes for Care and Use of Agricultural Anmimals in Agricultural Research
and Teaching.

Tn a first set of in vive experiments, Tle-de-France ewes were synchromized
and killed at three time points after sponge removal: 36 h (group 1}, 48 h (group
2}, and 66 h (group 3}. Before killing, blood samples were collected from the
jugular vein at 2-h intervals: between 30 and 36 h for group 1, between 32 and
48 h for group 2, and between 34 and 66 h for group 3. Plasma was recovered
from these samples and assayed to quantfy serum levels of LH [25]. At
slaughtering, ovaries were collected individually for immediate follicle
dissection (to obtain granulosa cells and follicular fluid) or were frozen in
cryoprotectant (Tissue-Tek, Sakura Fmetek) for immunchistochermistry. At the
same time, numerous lissues were collected, frozen in liquid mitrogen, and
stored at —80°C. After LH assays, samples were postclassified as “follicular™
(follicular phase, before the LH surge} or “precvulatory” (after LH surge,
before ovulation). Amimals killed dunng the LH surge or after ovulation were
not considered in the present study.

In a second set of In vivo expeniments to assess fetal expression of BMPJ,
cyclic Préalpes ewes were synchronized and inseminated after sponge removal.
Pregnant female tracts at different developmental stages were collected at
slaughter and rapidly dissected to extract fetuses. Fetuses were collected at
different stages from Day 25 to Day 127 of gestaton. The gonads of newbomn
ammals were collected at slaughtering. All gonads were first detached from the
mesonephros (except from Day 23 to Day 34), immediately frozen n hquid
nitrogen, and then stored at —80°C.

Tn a third set of in vitro cell culture experiments, Romanoy ewes were
synchromzed for 14 days and further stimulated 10 days after sponge removal
by intramuscular injections of 6 and 5 TU of pFSH administered 24 and 12 b,
respectively, before slaughter. Ovanes were collected at slaughtering for
immediate follicle dissection, recovery of granulosa cells, and I vitro
cultures.

immunohistochermistry

Frozen ovaries from group 1 (36 h after sponge removal) were serially
sectioned at & thickness of 20 pm with a cryostat. Sections were fixed for 10
min in PBS containing 4% paraformaldehyde. After two 5-min washes with
0.1% saponin i PBES, sechions were mcubated at 4°C for 30 min with FBS
contaiming 0.1% saponin and 0.3% H,0, to remove endogenous peroxidase
achvity. After three S-min washes in 0.1% saponin m PBS, sections were
incubated at 4°C overnight with rabbit polyclonal BMP1 antibody (BSOSE;
Sigma} diluted 1:1000 1n PBS contaimng 0.1% saponm and 0.1% bovime serum
alburnin. After three 5-min washes in PBS/0.1% saponin, sections were
incubated for 4 h at reom temperature with the donkey anti-rabbit peroxidase-
conjugated antibody (Tackson ImmunoResearch Laboratories, Interchim}
diluted 1:1000 in FBS containing 0.1% saponin and 0.1% bovine serum
albumin. After three 5-min washes with 8.19% saponin in PBS, sections were
ncubated with PBS selution contaming diaminebenzidine and H, 0, for 2 min
at room temperature and then counterstained with hematoxylm. Negative
controls were performed n which the primary antibody was replaced with
rabbit 156

139

Isolation of Granulosa Cells

For n vive expenments, all visible follicles larger than 1 mm n diameter
were tapidly dissected from the ovaries of Ile-de-France ewes. After
dissection, follicle diameter was measured, and each follicle was classified
according to size, ammal, and status; small antral immature follicles
(diameter, 1-3 mm} and large antral follicles (diameter, =6 mm} were
classified in the ““follicular’” group, and preovulatory follicles (diameter, =6
mm} were classified into the “‘preovulatory’” group. Subsequently, follicular
fluid was recovered individually and stored at —20°C for downstream BMP1
protease activity assays. Oranulosa cells were separated from the theca layer
by gentle scraping, as previcusly deseribed [26]. A small aliquot of the cells
wag smeared onto a glass shde and stamed with Feulgen 1o assess the degree
of follicle atresia [27]. Once the atresia status had been determined,
granulosa cells from healthy small antral follicles from the same animal were
pooled to obtain sufficient quantities of RNA after extraction. The granulosa
cells from healthy large antral and preovelatory follicks were treated
individually.

For each independent m vitro culture experiment, ovaries from four
Romanoy ewes were dissected to recover granulosa cells from small antral
follicles {diameter, 1-3 mm} or large antral follicles (diameter, =6 mm}, as
previously described [28]. Granulosa cell suspensions were seeded at 2 X 10°
viable cellsfwell m six-well plates and cultured for 24 b at 37°C with 5% C01
1n MeCoySa medium supplemented with 3% fetal ovine serum. The cell culture
medium was removed at 24 h, and the plated cells were washed twice with
PBS. Cells were grown for 48 h I serum-free condition with or without the
addinon of exogenous factors (50 ng/ml of BMP4, 5 ng/ml of TGFEL, 50 ng/
ml of activin A, 18 ng/ml of KGFI, 50 ngfml of oFSH, or 50 ng/ml of oLH),
either alone or I combmation. Cells were then trypsinized, washed with PBS,
pelleted by centrifugation (1300 X g}, and stored at —20°C for subsequent RNA
extraction. Each combination of treatments was fested in at least four
independent culture experiments.

RNA Extraction and Reverse Transcription

Total RNA from adult tissues or granulosa cell pellets was isolated using
Nucleospin RNA L or Nucleospin RNA 1 kits, respectively, according to the
manufacturer’s protocol (Macherey-Nagel) and diluted at .2 pg/ul in RNase-
free water. RNA (1 pg) was then reverse transcribed [29]. Total RN A from fetal
gonads was extracted from each sample using RNA-plus selution (MP
Biomedicals) RNA (5 pg) was reverse transcribed as previously deseribed
[30]. All RNA samples were DNase-treated to avoid genomic DNA
contamination. The quantitative yield of the purificaion and the quality of
the RNA were determined uwsing a NanoDrop NDI10OD (Labkch) and by
electrophoresis 10 ensure equal purity and the absence of RNA degradation in
all samples.

Polymerase Chaint Reaction

Standard PCR was used initially to investigate gene expression in multiple
nssues and n fetal gonads. Two microliters of each reverse transcriphom
reaction were amplhfied i oa 50-ul PCR weaction wsing 4.5 U of Taq
polymerase (Takara or Sigma-Aldrch) for 28-30 cycles, with 30-45 sec
anmealing at 55-58°C (depending on the pnimers}, with 200 uM of each ANTP
and 150 nM of each pnmer. PCR reachions run withcut ¢cDNA (water blank)
on the one hand and with total RNA (non-reverse transcribed} to check for
absence of genmomic DNA contamination on the other served as negative
controls. Primer sequences for each gene studied (Table 1} were designed in
different exons (except for BMP4 and TWSGT). BMPI pnmers were designed
to amplify part of the region common to all RNA splice variants. The RPLIY
or GAPDH genes were used as ¢cDNA quantity controls.

Real-time PCR was performed to compare differential gene expression in
granulosa cells using the iCycler i) Multicolor Detection System (Bio-Rad},
as already described [259]. A melting curve was constructed for each primer
pair to venfy the presence of one gene-specific peak and the absence of
primer dimers. This was further confirmed by agarose gel electrophoresis of
the amplicon. For each primer pair, efficiency curves were generated using
senal dilutons of granulosa cell ¢cDNA m abscissa and the comespondng
cycle threshold (T} in ordmate. The slope of the log-lmear phase reflects the
amplification efficiency (E) derived from the formula E = e '#loP)
Amphfication efficiency was found to be Ep o) =1.86 and B, , = 1.55.
Te quantify relative gene expression, the Ct of BMPJ amplification was
compared with that of the internal reference geme RFL/9, according to the
rafio B = [B " B, ™) Por each sample, real-time PCR was
performed m duplicate.
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TABLE 1. PCR primer sequences used in this study.

Cene Primer sequences (5" — 3} PCR type
EMPT TACARCTGCCCAGCCTGTCE GACACCTGCATCCGCCAGR Classic
GCCTGTGCTCGTATGACTACG CATCTGGGETAATTCGSCGATTGE Real-time

CHRD ATTARGTGTGCTGTCTGCAC CCTGCCCCACATCTGCAGET Classic

TWsG1 GIGCTTCAAGTATCGITGE ATARTACCAGGCACAGTGG Classic

Entr4 GGETCACCTTTGCCCATGATG ACCTTGTCATACTCATCCAG Classic

CAPDH AGGCCATCACCATCTTCCAG GGCGTGCACAGTGCETCATAR Classic

RPLIS AATGCCANTCGCCAACTC CCCTTTCGCTACCTATACT Classic/real-time

PCP Activity Assay

Neat follicular fluid samples (3 ul} were assayed for PCP activity using
human '*C-labeled type. 1T procollagen substrate (0.6 pg), as previously
described [31, 32]. Ihgests were performed m procollagen assay buffer (50 mM
Tris-HCL [pH 7.4], 150 mM NaCl, 50 mM CaCl,, 0.01% Brij 35, and 0.02%
NaN.} contaming ethylenediaminetetra-acetic acd (EDTA}ree Protease
Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science) in a final volume of 20 pl
Negative controls contained 10 mM EDTA to inhibit metalloproteinase
achvity. Posifive controls contzmed 500 ng of recombinant human BMPL
(R&D Systems) in place of follicular fluid. Digests were incubated at 37°C
overmight and stopped by the addition of SDS loading buffer with reducing
agent. Samples were analyzed by SDS PAGE (7% separating, 3.5% stacking),
fixed twice for 20 mn each tme in methanol (10% v/v} with acenic acid (10%
viv}, and then dred under vacuum. The gels were exposed to a BAS-MS
phosphonmagmg plate (Fujifilm}, which was processed uwsing an FLA300
Phosphorlmager (Fujifilm}. Quantification was performed as previously
described [33], with the percentage of labeled procollagen cleavage expressed
as the mean = SD. The data were analyzed by one-way ANOVA.

Chordinase Activity Assay

Individual follicular fluid samples from small, large, and preovulatory
follicles were pooled, and each sample group was assayed for chordinase
achvity. Follicular fluid pools (3 pl} were incubated wath 30 pl of conditioned
cell culture medium containing ¢-Mye-tagged chordin [34] in the presence of
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail. Negative controls contained 10 mM
EDTA to mhibit metalloproteinase activity. Posiive controls contained 500 ng
of recombinant human BMFP1 (R&D Systems) in place of follicular fluid.
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FIG. 1. Expression of BMPT, CHRD, TWSCT, and BMP4 mRNAs in adult
sheep tissues. Total mENA was extracted from the tissues indicated and
reverse transcribed before PCR analysis, Amplification of the RPLIS gene
amplification was used as a cDNA quality and quantity contral.

Dhgests were made up 0 a final volume of 50 pl with assay buffer (50 mM Tris
HCL[pH 7.4], 150 mM NaCl, 50 mM CaCl, 8.01% Brij 35, and 0.02% NaN,}
and incubated at 37°C overnight. The reactions were stopped by the addition of
SDS loading buffer with reducing agent and resolved by electrophoresis on a
10% SDS-Frosieve gel (Cambrex Bio Science Wokingham Ltd., Wokingham,
UK} Chordm digestion products were detected by Westem blotting with the
mouse monoclonal 9EI0 antibody (Roche Applied Science), anti-mouse
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Pierce/ThermoScien-
tific), and Supersignal West Femnto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce/
ThermoScientific).

Data Analysis

All experimental data are presented as the mean = SEM, except where
indicated. Data were analyzed using the Student ¢-test or by one-way ANOVA
followed by either Tukey HSD or Newman-Keuls multiple-companson fest for

compansens between two or several means, respectively. For all analyses,
differences with F = 0.05 were considered to be not significant.

RESULTS
Spatiotemporal Expression of BMP1 in Sheep Ovaries

BMPI mRNA expression was assayed by RT-PCR in whole
ovaries and ovarian follicles as well as in other ovine tissues
(Fig. 1). BMPI appeared to be preferentiglly expressed in the
ovary and ovarian follicles as well &s in the pituitary, lung, and
testis. The expression of chordin (CHRD), twisted gastrulation
(TWSGI), and BMP4 mRNA dlso was tested. Interestingly,
CHRDY exhibited a preferential expression in gonads, with an
apparently higher level in testis than in ovary. TWSGT was
expressed in the gonads of both sexes, with & preferential
expression in lung compared to the other tissues tested. In
contrast, BMP4 was ubiquitously expressed.

Expression of BMP! was assayed at multiple stages of
ovarian development by RT-PCR. RNA was extracted from
gonads of sheep between 25 and 141 days postcoitum and at
the time of birth. As shown in Figure 2, BMPI PCR products
were present in the ovary at #ll stages of development, with no
significant variation in mRNA levels. The same pattern of
expression was observed throughout testis development.

Immunchistochemistry was used to localize BMP1 within
the adult ovine ovary. Using an antibody to the prodomain of
BMP1, BMP1 was produced predeminantly by cells in the
granulosa cell layer of all categories of follicle, from large
antral to primordial follicle stages (Fig. 3). A faint staining also
could be observed in oocytes and theca cells.

Regulation of BMP1 Expression in Granulosa Cells

Within the ovary, BMPI appeared to be expressed mainly
by granulosa cells. To determine whether BMPI mRNA
expression changes during the final maturation of antral
follicles in vivo, real-time PCR analysis was performed on
RINA from granulosa cells of small (diameter, 1-3 mm) and
large (diameter, =6 mm) antral follicles recovered during the
follicular phase of the estrous cycle and from preovulatory
large follicles recovered after the endogenous LH surge. No
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difference was found in the level of BMP/ mRNA in granulosa
cells from small, large, or preovulatory fellicles (Fig. 4.

The effect of well-known regulators of folliculogenesis on
BMPI mRNA expressicn in granulosa cells in vitro was then
tested. Granulosa cells, isolated from either small or large
follicles during the follicular phase, were cultivated in the
presence or absence of gonadotropins (FSH and LH), IGF1, or
TGFB family members (BMP4, activin A, and TGFBI1). BMPI
mRNA levels were then determined using real-time PCR (Fig.
5) In granulosa cells from small follicles, both BMP4 and
activin A were potent regulators of BMPI expressien, in that
BMPI mRNA levels were inhibited by BMP4 (P << {1.05),
whereas BMF] expression was stimulated by activin A (P <
2.01) (Fig. 3A). Neither FSH nor IGF] or TGFB1 alone were
able to modulate BMPI expression. However, FSH and IGFI]
in combination showed a tendency to inhibit the expression of
BMPI mRNA (P = 0.09). In granulosa cells from large
follicles, neither FSH nor LH was found to regulate BMPI
mRNA expression (Fig. 5B).

BMPT Biological Activity in Follicular Fluids

Because BMP1 protein was detected in granulosa cells by
immunohistochemistry, we hypothesized that biologically
active BMP1 could be present in the follicular fluid of antral
follicles. Therefore, follicular fluids from small, large, and
precvulatory ovarian follicles (collected from lle-de-France
ewes) were tested for specific proteolytic activity using PCP
[11] and chordinase [8, 35] activity assays.

For the PCP assay, follicular fluids were incubated with
14 Jabeled type | procollagen ovemight, and the resulting
digests were analyzed by SDS-PAGE. Procellagen was
converted to pN collagen by recombinant BMP1 and alse by
the follicular fluid samples (Fig. 6A). The proalphaZ and
pNalphal chains are not well resclved, but the proalphal and
pNalpha? (proalpha? digestion product} chains are readily
distinguished by their slower and faster migration speeds,
respectively. The calculated percentage of cleavage was
significantly higher in fluids from small follicles as compared
to follicular fluid from large or preovulatory follicles (Fig. 6B}
Of note, EDTA treatment does not result in complete loss of

& &
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141

FIC. 2. BMP{ mRNA expression in de-
veloping sheep gonads, Total RNA was
extracted from sheep gonads obtained
during ermbryagenesis (batween 25 and 141
days postcaiturn} or at birth and reverse
transcribed before PCR analysis. The
GCAPDH gene was used as a cDNA quality
contral.

4

the pNalpha2 chain, because the "*C-labeled type I procellagen
preparation used in the assay origingly contazined small
ameunts of contaminagting pNeollagen chains. Te confirm the
absence of any contaminating protease activity in the PCP
assay, 4 series of procollagen assays were carried out in which
"¢ Jabeled type I procollagen was incubated with and without
BMP1 and/or EDTA, in triplicate. Student #test showed no
significant difference (P = 0.66) between '*C-labeled type I
procollagen incubated with both BMP1 and EDTA and
incubated with neither BMP1 nor EDTA (data not shewn).
PCP activity in pocled follicular fluid samples was readily
abolished by EDTA (Fig. 6C), confirming the presence of a
specific and active metalloproteinase within follicular fluids.

Follicular fluids from small, large, and preovulatory follicles
were incubated with c-Myc-tagged human chordin, and the
cleavage products were detected by Western blotting (Fig. 7).
Cleavage of chordin was evaluated by loss of the full-length c-
Myc-tagged chordin and the appearance of a partially digested,
98-kDa fragment lacking the C-terminus as well as a smaller,
15-kDa partial fragment; both containing the N-terminal c-Myc
tag (Fig. 7A). As expected, human recombinant BMP1 was
able to cleave chordin to give these two fragments, and this
cleavage was abolished by EDTA treatment. Follicular fluids
alse cleaved chordin (Fig. 7B), but interestingly, only the 15-
kDa fragment was generated. The chordinase activity detected
in follicular fluids was inhibited by EDTA treatment. Based on
the intensity of the 15-kDa band, the chordinase activity
appeared to be higher in follicular fluid from small follicles as
compared to that from large antral and preovulatory follicles, as
observed for PCP activity. Altogether, these results show a
readily detectable, BMP1-like activity in follicular fluids from
ovine follicles.

DISCUSSION

Numerous groups of proteinases are invelved in diverse
aspects of ovarian function in mammals; these include matrix
metalloproteinases [36], plasminogen activator/plasmin [37],
disintegrin and metalloproteinase demain with thrembospondin
motif proteins (ADAMTS) [38], cathepsin L [39], and
pregnancy-associated plasma protein A, pappalysin 1 (PAPPA)

~ 183 ~

"Bio"poidai|0ig mmm WO Papeo|umoq




142 CANTY-LAIRD ET AL.

FIG. 3. Jmmunostaining for BMP1 in the sheep ovary. Photomicrographs
of antral a and ¢}, preantral (d), secondary (e and ), primary (f), and
prirnardial (g} follicles are shewn, The photarmicrographs shown in a and
c—g correspond to immunostaining with anti-BMP1 rabbit palyclonal
antibody, The photomicrographs shown i b oand h correspond to
immunostaining with control rabbit 1gG. CC, granulosa cell; OO, oocyte;
TC, theca cell.

[40]. These proteinases have been implicated in ECM
remodeling and in the modulation of growth factor activity in
the ovary [41, 42]. It has been hypothesized that BMP1 could
functicn in ovanan development by cooperating with procel-
lagen N-proteinases (namely, ADAMTSZ, ADAMTS3, and
ADAMTS14) to promote the depositien and maturation of
collagen fibrils [42]. However, until now, BMP1 had not been
identified or localized within ovarian tissues.

The present data show that BMPI is expressed in ovine
ovarian tissues throughout ovarian development, from fetal
stages to adulthood. The BMPI mRIN A expression levels were
not significantly different when comparing small (diameter, 1—
3 mm) and large (diameter, =6 mm) antral follicles before and
after the LH surge, and this correlated with the immunostaining
pattern obtained using the BMP1 antibody. These results are
also consistent with the observation that neither FSH, LH, nor
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BMPI mRNA level
relative to RPL1S (%)
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FIC. 4. In vivo regulation of BMPT mRNA expression during terminal
fallicular rnaturation. Total RNA extracted from granulosa cells isolated
fram small (5; n =5}, large (1; n =3}, and preovulatory (PO; n =4} ovine
fallicles was reverse transcribed and analyzed by real-time FCR. Data
(mean * SEM} represent the percentage of expression of BMPT mRNA
relative to the RPLTY reference gene.
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FIC. 5. In vitto regulation of BMPT mRNA expression by the main
regulators of folliculogenesis. Cranulosa cells from small (A} or large (B}
avine follicles were cultured for 24 h in the presence of fetal ovine serurmn
and then grown for 48 h in serurm-free medium in the absence (contral} o
presence of FSH (50 ng/ml}, LH (50 ng/ml}, ICF1 (10 ng/ml)}, BMP4 (50 ng/
mly, activin A (50 ng/ml}, or TGFB1 (5 nginl}. At the end of the culture
period, MRNA was extracted and reverse transcribed before quantitative
real-time PCR analysis. Data are presented as the percentage of BMFP{
mRNA levels (mean = SEM, n =5} relative to the RPLIS reference gene.
*P < 0.05 or **P < 0.01 for each treatment vs. control.
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FIC. 6. Evidence of pracollagen C-pro-
teinase activity in sheep ovarian follicular
fluids. Neat follicular fluid samples were
incubated with "*C-labeled type 1 procolla-
gen overnight at 37°C, as described in
Materials and Methods. The digests were
separated by SDS-PAGE, and the radiola-
beled collagen chains were detected using a
Phosphorimager. Recombinant BMFP1 was

used as a positive control in which almost
all of the procollagen was converted to pN
collagen, a noemal intermediate in the
convetsion of pracollagen to callagen in
which the N-propeptides, but not the C-
propeptides, are retained. A} SDS-PAGE gel
(7%} of [”C]prucollagan digests. Procolla-
gen C-proteinase (PCF} activity is readily
detected by the appearance of the pNal-

|« protalpha(l)

le— pNalphaz(l)

o

% cleaved ""C-type | procollagen

EDTA BMP1 S L PO
(n=3) (M=3) (n=6) (n=6) (n=6)
C
S L PO BMP1

|+ proalpha1(i)

¢ |+ pNalpha2(l)

IGF1 regulated BMP/ expression in vitre despite being known
to potentiate the maturation of granulosa cells.

Little is known about the regulation of the BMP/ gene
expression, but BMP/ is up-regulated by TGFB1 in fibrogenic
cells and keratinocytes [43, 44]. In our granulosa cell cultures,
TGFB1 showed only a slight tendency to increase BMPJ
expression, but activin A had a highly significant effect. This
may indicate a crucial role for the SMAD2/3 pathway in
regulating BMP1 expression, which is induced preferentially
by activin A 1n granulosa cells rather than by TGFBI, as in
fibroblasts or keratinocytes. In the present study, BMP4
inhibited BMPJ RN A accumulation in granulosa cells. Because
BMPI1 can regulate the bicavailability of BMP4 by cleaving
chordin [9] and of TGFB1 by cleaving latent TGFB-binding
protein [45], BMPI1 is now found at the center of a putative
feedback loop that orchestrates TGFB superfamily ligand
signaling in the ovary. BMPI could therefore result in
coordinated signaling through both the SMAD2/3 and

pha2 collagen chain, Fallicular fluids from
small (S}, large (L}, and preovulatory (FO}
follicles were assayed for PCF activity. B}
Graph representing the results of densito-
metric quantification of the extent of pro-
collagen cleavage (rnean *+ SD) follmwing
overnight incubation with recombinant
BiP1 (BMP1}, recombinant BMPT with
EDTA (EDTA}, or follicular fluids from S, 1,
or PO follicles. *P <2 0.01 by one-way
ANOVA and Tukey HSD. €} PCP activity in
follicular fluid satnples is inhibited by
EDTA. Pools of follicular fluid samples from
small or large fallicles were incubated with
4C-labeled type | procollagen in the
presence or absence of EDTA. Addition of
EDTA inhibited the metallopenteinase-de-
pendent conversion of procollagen to pN
collagen.

SMADI1/5/8 signaling pathways, which are used by TGFB/
activin and BMP4, respectively [46].

The antibody used to immuneclocalize BMP1 was raised
against a sequence from the prodomain of BMP1 and, hence,
recognizes latent, but not active, BMP1. The immunostaining
pattern therefore likely represents the intracellular, newly
synthesized zymogen, because BMP1 is activated just before
secretion [47], and this conclusion is supported by the
predominantly cellular staining pattern obtained in the tissue
sections. I[nterestingly, the BMP1 prodomain itself directly
binds BMP2 and BMP4 and modulates processes regulated by
BMP signaling [48]. The lower levels of immunoreactivity
observed between cells in ovarian tissues could represent the
extracellular free prodomain of BMPI alone or the prodomain
complexed to BMP2 or BMP4. Therefore, the identification of
both the proform as well s enzymatically active BMP1 in the
present study has both direct (via prodomain binding) and
indirect (via chordinase cleavage) implications for the
regulation and modulation of BMP signaling in the ovary.
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A
BMP1 BMP1
N EHAD C (111 kDa)
frag 1 «—18kDa 5
frag 2 <€ 5 kDa >
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FIG. 7. Evidence of chordinase activity in sheep ovarian follicular fluids. A} Schematic depicting the domain structure of N-terminal c-Myc-tagged
chordin, By c-Myc-tagged chordin fror the cell culture medium of transfected 293EBNA calls was incubated with fallicular fluid samples ar with
recombinant BMP1, in the presence or absence of EDTA, overnight at 37°C. Control incubations were also performed using unconditioned cell culture
medium in place of Myc-tagged chordin to identify bands resulting frorn the nonspecific binding of 9810 to untagged proteins on the Western blot.
Samples were separated by electrophoresis, and the chordin cleavage products were detected by Western blotting using the anti-Myc monoclonal
antibody 9E10. Chordinase activity was inhibited in samples treated with EDTA. In follicular fluid samples, chordinase activity could be detected a
reduction inthe armount of full-length choedin and by the appearance of an agproximately 17-kDa chordin cleavage product, cortesponding to fragrent
1. Both fragment 1 and fragment 2 were produced by recombinant BMP1 (see Discussion). Chordinase activity apgpears to be slighthy highet in follicular

fluid samples from small follicles.

In mature ovaries, granulesa cells were the main sites of
BMP1 synthesis, as determined by immunohistochemistry,
implying that BMPI is activated and secreted directly into the
antrum from the granulosa cell layer. BMP1 could not be
detected in follicular fluids by immunohistochemistry, because
only the tissue porticns of the fellicle and the ovary were
retained during tissue processing. However, PCP and chordi-
nase enzymatic activities were present in follicular fluid. Only
BMP1 (but not mTLD) and the related tolloid-like metal-
loproteinase, tolloid-like 1 (TLL1), have been shown to possess
chordinase activity [8, 9] as well as PCP activity. Hence,
dlthough we have demonstrated BMPI mRNA and protein
expression, the enzymatic activities detected within follicular
fluids could be atributed, either in part or entirely, to TLLL.

The BMP1-like enzymatic activity present in follicular fluid
appeared to decrease during the final phase of follicular
growth, during the maturation from small to large antral
follicles. This decrease in activity could be the result of a
decrease in protein concentration, although no such differences
were detected by Western blotting (data not shown), which
confirms the result obtained at the RNA level in vivo and in
vitre. As an alternative explanation, BMP1 could become
denatured over time and lese its activity. The stability of BMP1
could be regulated by posttranslational glycosylation, which
could affect its susceptibility to subsequent denaturation [49].
BMP1 activity is regulated by both enhancers and inhibitors of
enzyme activity. For example, PCP enhancers can promote the
PCP activity of BMP1 and TLL1, but they do not enhance
chordinase activity [35, 50]. Hence, it is unlikely that PCP
enhancers regulate BMP1 activity in follicular fluids, because
an increased chordinase activity, as well as increased PCP

activity, was observed in fluid from small follicles. However, it
has recently been shown that both the PCP and chordinase
activities of BMP] can be enhanced by fibronectin [51].
Furthermore, fibronectin is present in follicular fluids [23];
therefore, increased levels or bioavailability of fibronectin in
small follicles could act to enhance BMP] activity. BMPI can
be irreversibly inhibited by alpha-2-macroglobulin (A2M) [52],
a plasma protein that is present in follicular fluids. A2M has
been shown to inhibit matrix metalloproteinases involved in
ECM remodeling around the time of ovulation [53] so that
increased AZM levels in large follicles could act to reduce
BMPI activity. Secreted frizzled-related protein (Sfrp/sizzled),
an inhibitor of the Wnt signaling pathway, has been reported to
act as a BMPI inhibitor in Xenopus sp. and zebrafish [54, 55],
whereas SFRP2 is 4 PCP enhancer in mice [56]. Little is known
about SFRP levels during ovarian follicular maturation, but
they could act to regulate intrafollicular BMPI activities.
Cleavage of chordin by follicular fluids produced fragment
1 (the 15-kDa N-terminal Myc-tagged fragment) in preference
to fragment 2 (the 98-kDa N-terminal Myctagged fragment),
whereas incubation with recombinant BMP1 produced both
fragments, in accordance with published data [8, 34, 35, 50,
57]. The concentratien of recembinant BMP1 used was
sufficient to convert an approximately equimolar amount of
procollagen to pNeellagen, and it is unlikely that the amount of
BMP1 present in the chordinase assay was insufficient to
completely cleave chordin. Therefere, this could indicate that
proteolysis at one chordin cleavage site could inhibit the
second cut, either by an unfavorable conformational change in
the substrate or because of negative feedback inhibition by the
shorter cleavage product. Enhancer molecules present in
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follicular fluid, such as fibrenectin [51], could faver the
cleavage reaction proceeding to completion. Altemnatively,
twisted gastrulation (TWSG1), which has been shown to
facilitate cleavage of chordin at a distinct site between CR1 and
CR2 [57], could indirectly result in further chordin cleavage to
produce the 15-kDa fragment. In support of this notion,
TWSGI was expressed in ovarian follicles (Fig. 1) along with
BMPI and CHRD. Additionally, it is conceivable that cleavage
between CR3 and CR4 is directly inhibited by an unidentified
protein present in follicular fluid, resulting in preferential
cleavage at the site located just C-terminal to the CR1 domain,
or that the protein composition of follicular fluids prevents the
enzymatic denaturation of BMP1 during the assay.

During terminal development of ovarian follicles in sheep,
as in other mammals, granulosa cells lose their proliferative
activity, differentiate into estradiol-secreting cells, and finally,
luteinize into progesterone-secreting cells in response to the LH
preovulatory surge [58]. These transitions in granulosa cell
activity are under the centrol of endecrine and paracrine
factors, such as pituitary gonadotropins and ovarian growth
factors, but also are regulated by ECM components [59]. Ovine
granulosa cells are sumounded by fibronectin, laminin,
collagen types [ and TV, and heparan sulfate proteoglycans
[23]. Type 1 collagen levels in particular are increased in the
granulosa cell layer duning terminal follicular growth, and these
collagens are particularly important in follicles around 3 mm in
diameter [23]. Therefore, as well as regulating the BMP
signaling pathway and contributing to the assembly and
maturation of collagenous ECM in the theca cell layers and
collagenous stroma, BMP1 could participate in type I collagen
fibril depesition in the granulosa cell layer—as attested by the
PCP activity detected in the follicular fluid of small ovarian
follicles. Furthermore, the decline in PCP activity in large
follicles at the end of follicular growth and after the LH surge
could make way for collagenases, such as matrix metal-
loproteinases, or for other proteases implicated in follicle
rupture during ovulation [42].

In conclusion, the present data show the expression of
BMP1 in the ovary at both the mRINA and protein levels, as
well as a BMP1-like protease activity in follicular fluids. Taken
together, these observations suggest a new physiological role
for BMP1 metalleproteinases in the evary. Further investiga-
tions are needed te determine whether BMP1 exerts this
function mainly through modulating the action of BMP/TGFB
molecules, by contributing to the deposition of ECM, or by a
concerted action through both pathways.
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Discussion et perspectives :

Cette étude représente la premiere mise en évidbntexpression et de I'activité de
BMP1 dans les ovaires de mammiféres. Aucune vanatians I'expression du géne n’est
détectée au cours de la maturation folliculaire, déme les gonadotropines qui sont
fondamentales aux transitions folliculaires ne rfiedipas I'expression de ce géne.
Néanmoins, il est observé une diminution des d@ésvprocollagénase et chordinase au cours
de cette maturation terminale des follicules. Céitainution de l'activité ayant lieu sans
modification des niveaux de synthése protéiquexisterait dés lors des régulations post-
traductionnelles régulant ces activités. Ainsitidté de procollagénase plus importante dans
les petits follicules pourrait participer au dépdés collagénes de type | qui sont
particulierement important dans I'édification destifs follicules & antrum de 3mm de
diametre (Monniawet al, 1997). D’autre part, la diminution de ces acésitdans les plus
grands follicules, pourraient permettre de laissgirer en jeu les autres protéases qui sont
particulierement importante pour lors de la rupttoliculaire au moment de l'ovulation
(Ohnishiet al, 2005).

Malgré I'absence de variation dans les niveaux gfegsion du genBMP1 et malgré
'absence de dimorphisme sexuel au cours du dépefopnt embryonnaire chez le mouton ;
il pourrait y avoir comme chez l'adulte une vaoatides activités. L'activité procollagénase
pourrait participer aux remaniements des matricesaeellulaires et ainsi participer a
I'édification des différents compartiments de I'oceaet d’autre part, I'activité chordinase
pourrait participer a la régulation de la signdlma des membres de la famille des PGF
Cependant, dans notre « modéle poulet », nous m&avéussi a amplifier le transcrit de

BMP1 laissant penser que celui-ci est absent ars chudéveloppement gonadique.
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Listes des amorces utilisées en PCR en temps-réel (fleau 2)

Nom du géne

activin A receptor, type |
activin A receptor, type 11A
activin A receptor, type 1B

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1tifpo
12

ADAMTS:-like 1
androgen receptor

anti-Mullerian hormone
aquaporin 1 (Colton blood group)
BARX homeobox 1
bone morphogenetic protein 2
bone morphogenetic protein 3
bone morphogenetic protein 4
bone morphogenetic protein 5
bone morphogenetic protein 7
bone morphogenetic protein receptor, type IA

bone morphogenetic protein receptor, type IB

bone morphogenetic protein receptor, type I1
(serine/threonine kinase)

claudin 11 (oligodendrocyte transmembrane protein)
coagulation factor Il (thrombin) receptor

cripto, FRL-1, cryptic family 1
cytochrome P450, family 11, subfamily A, polype ptitle

cytochrome P450, family 17, subfamily A, polypeptitie

cytochrome P450, family 19, subfamily A, polype ptitie

ACVR1

ACVR2A

ACVR2B

ADAMTS12

ADAMTSL1

AR

AMH

AQP1

BARX1

BMP2

BMP3

BMP4

BMPS

BMP7

BMPR1A

BMPR1B

BMPR2

CLDN11

F2R

CFC1

CYP11A1

CYP17A1

CYP19A1

Amorce sens

CCCATGTGGCTTCTTACAGAGG
TATAACGGTTCCGCAAGAAGG

AAAACGCAAAACCACACCGA
ATGAATCGTCCGTGTGAAACC
CCTGAAGCGGAAGTTACTTGG
ACAAGATGAAGCTGAGGCAGC

TCCACAGCTTTGCCGAGAA
CTCAATGCGCTTGCAAAAGG
AAGCAGAAGTACCTCTCGACGC
AAGGCATCCGTTGTATGTGG
AAAATGGATTCAACCAGCCG
TGGTAACCGAATGCTGATGG
CTGTCCGAGCAGCCAACAATA
TGAGCTTCGTCAACTTGGTGG
GATTGCTTGGAGCCTATCTGC

CTTCAGGTACAAGCGGCAAGA
AACAGTAATCCGTGTCCAGTGC

TCATCATCCTCCTGGCCATGT
TGACCCGTTTTGTTCCTTCG

TGTGACTCTGATTTGGCAGGC

AACGTGCACAACATCATGGC
CAAGTTTGGCGTTGTGCTG

TTGAGGTTTGGCATGTCATC
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Amorce antihse

TTGACCGTTTGTGAAATGCC

GTTTCTGATCTGCCAAGAATGG

GCTCCCAGTTGGCGTTGTAGTA

TGAATGCCAACGGAAGACC

TTACCTCCCCACGTAGATTGG

TGCTTAGCAGGTTGGAGAAGG

CACATTTTCCCTCTTTGCTCCA

AACGCACAAAACCAGCTGG

CCATTTCATGCGCCTGTTC

AGCGGAAAAGGACATTCCC

CCTTGCAAACTGGAAACAACG

CAAACATCTGCAGCAGAGTCG

AATCCCCAACACTTGGCATCC

ATTATCGAAGCGTTCGCGG

GGAATGGTAAGGTGTCCTCTGG

TGCTCGATCAGATCCTTCAGG

TTCTAGTCTGAGTCTGCCCAGG

TAGCCGAAGCTCATGATGGTG

CGCTTACAAACAGGACATCCG

TAGGCGATTGCTTTTGCGC

ATTCACGCTCTCGTAGACACCC

AACAACCCCATCTCACCTCAC

TGCTCCTGATACTCTGTCCG

Numéro d'accession

NM_204560

NM 205367

NM_204317

XR 027030

XM 413844

NM_ 001040090

NM_205030

NM_ 001039453

NM_204193

NM_ 204358

NM_001034819

NM_ 205237

NM_205148

XM 417496

NM_205357

NM 205132

NM_001001465

XM_422797

XM 424799

NM_204700

NM 001001756

NM_001001901

NM_001001761

Chromosome

10

28

12

20

10

10



Nom du géne

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 4

deleted in azoospermia-like

doublesex and mab-3 related transcription factor 1

doublesex and mab-3 related transcription factor 3

early growth response 1

embigin homolog (mouse)

epidermal growth factor receptor (erythroblastic leuieewiral
(v-erb-b) oncogene homolog, avian)

estrogen receptor 1

estrogen receptor 2 (ER beta)

fanconi anemia, comple mentation group G

fibroblast growth factor 10

fibroblast growth factor 18

fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor)

follicle stimulating hormone receptor

follicle stimulating hormone, beta polypeptide

follistatin

follistatin-like 1

forkhead box L2

forkhead box O1

forkhead box O3

forkhead box O4

frizzled-related protein

galanin prepropeptide

Symbole du

géne

DDX4

DAZL

DMRT1

DMRT3

EGR1

EMB

EGFR

ESR1

ESR2

FANCG

FGF10

FGF18

FGF9

FSHR

FSHB

FST

FSTLL

FOXL2

FOXO1

FOX03

FOX04

FRZB

GAL

Amorce sens

TCTTGTGGCAACTTCGGTAGC

GAACGATGTCTGCAAATGCG

ACGTTTTCTCCTCGTATCGCC

GAGAACATCAATGAGGAGCGG

CCAGCGAGCAACATTTTGAG

AGATCGCCATCAATGACTCCC

TGACAACTCTTTTGCCCTGGC

TGGTGTTCTTGAAACGGC

GAGGTTTGTTTCACAGGTGCG

ACGACCTCTTGCGATTTCAGC

AGACACGTGCGGAGCTACAAT

GTCAGCAAAATATTCAGGCTGG

CAATTCCTTCACTTGAGCCCT

TCACCTGCTTGCTGATTCTCC

AGAACAATGAACGCCATCTGC

TGTTTGTGCTCCGGATTGC

TGTGGTAGCAATGGCAAGACG

GAGCTGTCCGTCATGCACT

GCACAGCGTAAAGACAACCACA

ACAAACCGTGCACTGTGGAGT

TGTACTCCAGTGCATCCAGCA

TCTTCCCTGGTGAACATCCC

TCAAGATGCAGAGGTGTGTGG

Amorce anti-sens

ACGACCAGTTCGTCCAATTCG

ATCCTTGGCAGGTTGTTGACG

TGCTGGCCGCTTATATTGC

GCCACCATTTTTCTGAACTGC

TAGCCGTGTTGTTTGGTTGG

ATGCACCACCGTCTTCTTTGG

TCTGATAGCCGTTTCATTGGC

TGTGGCGCCTATTATCAGAGC

AGCGACTGGAACAAATGGTGC

GCCCAATCAGAGAAAGCAACC

ACCTTGCCGTTCTTCTCGAT

TTCTGTATCTCCACTTGCCCC

ATGCGACAAAGTTTGGCAAC

AATCTCAGTTCTGTGGCATTGG

ATCTTCTTTCCTTCCCCCACC

TGCACTTGCCCTGATATTGG

TGGCCATCGTAATCCACTTGG

CTCCCTAGATGTCAATGCGG

GCGCACAGCTTTGTCAAGAA

TGGAGCTTCTCTGCATCATCC

GGAAAAGCTGGAATCCCTCTG

TCATTGGCACTGAGTGGTGG

TTGCAGACAAAACCAGTCCG

Numéro
d'accession

NM_204708

NM 204218

NM_001101831

XM_420193

NM 204136

NM_204557

NM_205497

NM 205183

NM_204794

NM_204378

NM 204696

NM_ 204714

NM_204399

NM 205079

NM_204257

NM_ 205200

NM_204638

NM_001012612

NM 204328

XM_001234495

XM_426261

NM 204772

NM 001159678

Chromosome

13

13



Nom du géne

gap junction protein, alpha 1, 43kDa

gap junction protein, beta 1, 32kDa

GATA binding protein 2

GATA binding protein 4

GATA binding protein 5

GATA binding protein 6

glial cell derived neurotrophic factor

gonadotropin-releasing hormone 1 (luteinizing-releg

hormone)

gonadotropin-releasing hormone receptor

Symbole du

géne

GJA1

GJB1

GATA2

GATA4

GATA5

GATA6

GDNF

GNRH1

CGNRH-R

gremlin 1, cysteine knot superfamily, homolog (Xpus laevis) GREM1

growth differentiation factor 2

growth differentiation factor 9

growth hormone receptor

heat shock factor binding protein 1

heat shock protein 70

heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), classenber 1

homeobox A7

homeobox A9

hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- &adid delta:

isomerase 1

hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4

inhibin, alpha

inhibin, beta A

inhibin, beta B

GDF2

GDF9

GHR

HSBP1

HSP70

HSP90AAL

HOXA7

HOXA9

HSD3B1

HSD17B4

INHA

INHBA

INHBB

Amorce sens

TCTTCCGTTTTCCCTTAACCC
GAGAAGAAGCTGCTGGTGATGA
AGCATCTCATTTGGACATCCG
ACCACTGAGGAAATGCGCCCCA
GAACTCCCCTTCTTCCATTACG
AGATGACTGTAGCAAAAACGCC

ACTCCGATTTTTTCTAGGCGG

CATCTGTGGCAATCTGCTTGG
TTACTCACGGTAGCTTCCGAGC

TCTTGTTCCTTCTGCAAGCCC

GCATAGGAGCAAACCACTGTCG
TCGTTTGACACCTCAGTTCCC
AGAGTCATGGCCACCTTTTGC
CGAATTGATGACATGAGCTGC

GATCTTTTCCGTGGTACCCTGG
GACCCGAGCAAGCTGGATTCT

TTGATCAGAACATTCCCGTCC

ACGGCATTAAACCTGAACCGC
ACAGAAAGCCAGACACATCAGG

TTTGAGGTGAACGTATTCGGC
CTTTGCAGAGACATTTGGTGC

TCGAAAGAGCACTTGGCACA

ACTTTTCCCATGACAGAGGCG
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Amorce anti-sens

TCTTCACTGGATATTGGCGC

TCGAAGATCAGCCGGAAGA

AGGTAAAGCCCCATGTTCTCG

CGAGAATGCCTGAGAAATTG

CTCGAATTTGAACTCGCCG

ACTTAAGGTTGCTGCTTTCGG

TTGCCCTTTTGGTTCCTCC

ATCAGGCTTGCCATGGTTTCC

CCAAATGATTCGGACGTAGC

TTCTCGGCTTAGTCCAAGTCG

TGAGGGGGAAGAAGCAAC

AAGCTACGGAGTGTGAAACGC

TTCCCACCTTGGATTTCTGCC

TTCCAGTTCTTCTACTCCCGC

TTAGGAATACGAGTGGAGCCCC

ACAATGGTCAGAGTGCGATCG

GGAAATTAGCCTCAGCCTGGT

CCTTCGTGGCTTTGCTTATCC

CAGCTCGTAATTTAGGTCTGCG

GCGTCATGTGGATGTTGAAGG

TGTAGGTTGTTCTCGGTGTCG

ACATCCAAGGAGCTCTTGCCT

CAGCCCTCACATTGAACATCC

Numéro
d'accession

NM_001003797

NM_205420

XM_425018

NM 001080877

NM 204653

NM_204978

NM_206988

NM_001001293

NM_001112809

NM_001006685

NM 001109785

NM 204595

XM 001234943

NM_205118

NM_001031257

NM 205206

Chromosome

12

20

22

10

13

11

unknown



Nom du géene

insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)

insulin-like growth factor 2 (somatomedin A)

insulin-like growth factor 2 receptor

insulin-like growth factor binding protein 1

insulin-like growth factor binding protein 4

Janus kinase 1 (a protein tyrosine kinase)

luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor

nerve growth factor, beta polypeptide

neurotrophin 3

noggin

Notch homolog 1, translocation-associated (Drodaphi

nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1

nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1

nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2

paired box 2

paired box 5

paired-like homeodomain 2

platelet-derived growth factor receptor, alpha pelgtide

progesterone receptor

ribonuclease/angiogenin inhibitor 1

similar to hypothetical protein MGC42105

similar to Intraflagellar transport 74 homolog (&di-coil

Symbole
du géne

IGF1

IGF2

IGF2R

IGFBP1

IGFBP4

JAKL

LHCGR

NGFB

NOTCH1

NROB1

NR5A1

NR5A2

PAX2

PAXS

PITX2

PDGFRA

PGR

RNH1

LOC427192

domain€ontaining protein 2) (Capillary morphogenesis @ro1)LOC427367

(CMG-1)

Amorce sens

TGTGCCAAGTCCGTCAAGTC

ATTGTGACGGATCCCAACACC

CTATTTGCCCAACTGTAACAAG

AGCACCCCAACAACAGCTTCA

ATCTGTTTCAGTTGCGTTGAGG

GTTCCCAGACTTGACGCAGA

CTTTTTTGATCGGCACACAGG

GCAGGTGATGGATGTCAAGGA

ATACACGTGGAACGATCTCGG

ATTCCCTACAAAATAGAGGCCG

GCAGAAGGAAGCACAGGAAGC

TGGCTCCACTTTCATAGCACTTG

CTATGTACTCATGGCCTATTC

GCTCACAAAACACTGATCCCC

ATTCAGGAACCTCCAGTAC

GTACCTCTGGTGGATGCAAAGA

GGAATGGTTGGTTTGCAAGG

TCCCAGTACAGCTTTGAATCGC

AGCCTGAGTAACAACACGCTGG

GTTTGCACAGTGTCGGTTACG

GTTGCAGGAGAATGAGACCCA

Amorce anti-sens

TTGGCATGAGATGGCTTCTG

TCGTGCCGATATTCCATCTGG

CAGCACCCAGCGAATCT

CCGTTGTTGATGCGCTTTG

TCGCCACTGGTATAACAAATGG

GCCTGAGGTTTTTGTTGTCC

GGCAATGTGCTGTCCGTTACT

TGGCTGGAAGTCTGATTTCACA

CGTTAAATGCACGGACTTGGC

CCGTCAGAAGCATTTTTGAGG

CAAGGATAGAACAACATT

TCTACACAAAGCCTTGCCATCCT

CTTGCATTGCTTAATGCTGC

AAACAGGACGATGGTCACAGG

CAGCTAATGATGCCATGGCT

GTGTCGGCTGAAAAGTAAAACG

CATATTCCTCTCATCCAGGTGG

ATGCAGTCATTTCTTCCAGCAC

TGTCCCCGATCTTGTTATCCC

ATAGCGGTGCTTTCCAAGACC

TCGCTTTTTCCCTTACTGGCT

Numéro
d'accession

NM 001030342

NM

TCAACAGTCTTTCAACACAATTAGTTAAGT ACACAGGCCAAGGTAGAAGAAATG NM_001004384

204970

NM 001001294

NM

204353

NM_204870

NM,

204936

XM_418016

NM_ 001109762

NM

204123

XM

415420

NM

204593

NM

205077

NM,

205078

NM,

204793

NM

204424

NM

205010

NM

204749

NM

205262

NM 001006473

CR406079

XR.

027214

Chromosome

inconnu

26

18

17

17



Symbole du

Nom du géne géne

similar to NALP1 LOC416998
slit homolog 1 (Drosophila) SLITL
SMAD family member 1 SMAD1
similar to SMAD family member 2 LOC769000
SMAD family member 6 SMAD6
SMAD family member 7 SMAD7
somatostatin SST

SRY (sex determining region Y)-box 9 SOX9
steroidogenic acute regulator STAR
TIMP metallopeptidase inhibitor 2 TIMP2
TIMP metallopeptidase inhibitor 3 (Sorsby fundustdgphy, TIMP3
pseudoinflammatory)

transforming growth factor, beta receptor Il (7G8@) TGFBR2
transforming growth factor, beta receptor Il TGFBR3
tsukushin TSKU

v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogéomolod<I T

wingless-type MMTV integration site family, membér WNT4

Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1 WHSC1

gallus gallus DNA, male hypermethylated (MHM) region the

Z chromosome b

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 EEF1A

ribosomal protein L15 RPL15

Amorce sens

ACCAGTGGATGCTCTATTGCC
TTTGTAGCGGAGTTGGTGTCG
TGGAAACAATTGAGCCTTGC
GGACACAACAGGCCTTTACAGC
AGAGCTGGATTATGCAGACGG
CCAGGTATCCCATGGATTTCC
GAAGCAGGAACTGGCCAAGTA
AACCTCCCCACATCGATTTCC
AAGTGATGGCCCTTATCTCGG

GGAACCCCATCAAGCGAAT

TGGCCTGTGCAATTGGTATG

AGACTGCAGCGATGTTTGTGC
ACAGTTCACACCCAGTCCATGC
AGAGAAGGAGGTCAACGATGC

TGCTACAGATCATTCGGTGAGG

ACCTCCATAAACAATGAGGCGG
AAACACGAAGACCCCATGAGC
TGGCTCTGCATTTTTGTGGC

AGCAGACTTTGTGACCTTGCC

TGTGATGCGTTTCCTCCTTGG
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Amorce anti-sens

GTAACTTTCTCCAAACCACCCC

GCTCGTTTGCTGGATTTGC

CCCCAAATCCAACAGTTGG

ATGCGGTAGTCCTTACGATGC

AACTGTCTCGAGTAACACGGCC

TTAGTCCCCCCTGTTTCAGTGG

TCCGACTCCAGAGCTTCATTT

CGTCGAAGGTTTCGATGTTGG

TGGCTGCTACAAACACTGCTG

GGCGCCGTGTAGATGAATT

AATCTTGCATCCACAGCCCAG

GGCAGCAATTCTGTGTTGTGG

ACATGCACCTCTTGTGGTAGGC

AGCTGTCGAAGAGACCAAAGC

CACTCAAACATCTTCGCGTACC

CCGTCGAATTTCTCCTTCAGC

TCATGCATTCCAGTCGTGACG

TGACTGTGCTTATGTGGTGCG

TGACATGAGACAGACGGTTGC

CCATAGGTTGCACCTTTTGGG

Numéro
d'accession

XM_415289

XM_421715

XM_420428

NM_ 204561

NM 204248
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Gwenn-Aél Carré

Analyse de profils d’expression
genique au cours de la différenciation
gonadique chez le poulet.

Résumeé
Chez le poulet, le déterminisme du sexe est garetigZ/ZW) mais a la différenc

e

des mammiferes le déterminant majeur du sexe rsagpaidentifie. Néanmoins, un certain

nombre d’acteurs moléculaires impliqués en avasdawlifférenciation du testicul®(RT1,

AMH, SOX9...pu de I'ovaire(CYP19A1, FOXL2, RSPOL1..ont été identifiésD’autre part,

le modele poulet présente deux particularités que Ilasymeétrie du développement ovarien

et la sensibilité aux stéroides donnant la pos&bd'inversions du sexe par des hormo
exogenes. Par une analyse par PCR en temps réel/eénndébit, nous avons identifié d
géenes dont I'expression est sexuellement dimorghigtiou asymétrigue au cours de

nes
es
la

différenciation gonadique. Parmi ces genes plusieauembres de la famille des bane

morphogenetic protein sont préférentiellement erps dans I'ovaire en comparaison
testicule. L’étude des effets de BMP4 sur la celtorganotypique d’ovaires ou de testicule
montré gu'’il était un inhibiteur de la stéroidogeéméasale et induite par la FSH et d'al
part gqu’il est un inhibiteur de I'expression de Wl. Résultats qui nous ont amené a éme
I'hypothése que BMP4 était un facteur « anti-teséice ».

Mots clés : poulet, gonade, différenciation, gemBddP, stéroides.
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Abstract

In chicken, sex is determined by a ZZ/ZW sex chreomoe system, where the female

is heterogametic (ZW). However, the mechanism weolin the sex determination is st
unknown. Several genes involved in testiculBMRTL AMH, SOX9..) or in ovarian
(CYP19A1 FOXL2 RSPOL..) differentiation have been identified. Furtherey gonada
development in chicken embryos presents two pdatities which are the asymmetric
ovarian development and the sensitivity to exogernmarmones leading to sex reversal.

al
By

real-time PCR analysis, we have identified sevgm@hes whose expression is sexually

dimorphic and/or asymmetric. In particularly, weosled that several members of bg

ne

morphogenetic protein family are preferentially eegsed in the ovary compared to the testis.

Using organotypic culture of embryonic ovaries éestes, we showed that BMP4 inhibits
basal and FSH induced steroidogenesis and is @ntothof AMH mMRNA expression. Thes
findings lead us to propose that BMP4 is an “aggtitular” factor.

Key words: chicken, differentiation, gonads, BM#reids, genes.
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