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PRESENTATION DE L’ACTIVITE SCIENTIFIQUE
Avant-propos

Mes travaux de recherche depuis ma thése jusqu’a présent ont été centrés sur des domaines
touchant la reproduction animale. Lors de ma thése que j’ai réalisée a I’Institut de la Biotechnologie
Agricole de Russie @ Moscou je me suis intéressée a la biochimie et I’immunochimie comparée des
hormones gonadotropes des différentes espéces des vertébrés avec un objectif finalisé d’élaboration de
nouveaux procédées de leur purification et détection. Ces hormones qui controlent 1’ovogénése et la
spermatogénése sont trés importantes pour les recherches en biologie de reproduction et ont de larges
applications en médecine et agriculture. Durant ma thése je me suis particulicrement intéressée aux
gonadotrophines des poissons présentant plusieurs particularités en comparaison avec celles des
mammiféres. Pour cette raison j’ai choisi SCRIBE (le laboratoire de physiologie des poissons de 'INRA
de Rennes a 1’époque) pour réaliser mon étude postdoctorale sur la purification et la détection d’une
nouvelle gonadotropine GTHI1 (identifiée plus tard comme FSH chez les poissons) chez la truite —arc-en-
ciel. Mon travail sur la purification de la GTH1 (FSH) et GTH2 (LH) chez la truite arc-en-ciel et le
développement de leur dosage radioimmunologique ont permis de développer au SCRIBE la recherche
sur le role et la régulation des hormones gonadotropes chez la truite arc-en-ciel, recherche qui continue
jusqu’a présent. J’ai par la suite étendu mes travaux aux gonadotropines du salmon chinook et de
I’esturgeon au SCRIBE (INRA de Rennes) et au Laboratoire de Biologie de la Reproduction des Poissons
(Université de Bordeaux I) en adaptant les procédés de purification que j’ai précédemment élaborés. A
partir de I’année 1998 j’ai eu une opportunité d’intégrer le projet européen sur les mécanismes
moléculaires de la différenciation gonadique naturelle et induite par les stéroides sexuels ou la
température chez la truite-arc-en ciel et le tilapia. J’y ai abord¢ la biologie du développement du systéme
reproducteur et acquis des compétences en biologie moléculaire que j’ai ensuite approfondies et
complétées par de la génomique expressionnelle dans le programme national ASTEROGER. Ce
programme abordait pour la premiére fois dans leur globalité les transcriptomes de quatre espéces
mode¢les d’intérét agronomique : bovin, porc, poulet, truite-arc-en-ciel et qui visait la construction, le
séquengage et la caractérisation des banques multi-tissus normalisées de ces animaux. Dans ce
programme j’ai construit la banque multi-tissus normalisée de la truite arc-en-ciel. En 2001 j’ai intégré
I’équipe « Qualité des gamétes et des embryons » de 1’Unité de Recherche Avicole en tant que CR1 et
j’ai développé des travaux sur le développement gonadique de I’embryon et le développement ovocytaire
chez le poulet. Forte de mon expérience sur les gonades et les gamétes, j’ai récemment recentré mon
activité sur les cellules germinales embryonnaires aviaires et leurs interactions avec leur environnement
gonadique in vitro et in vivo. afin d’une part de mieux comprendre les processus de différenciation
menant aux gametes males ou femelles et d’autre part développer des cultures de cellules germinales
primordiales utiles pour la gestion ex sifu des ressources génétiques dans le cadre de la nouvelle
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moléculaires impliqués dans la différenciation et le développement gonadique chez I’oiseau. De 2010 a
2012 j’ai co-animé avec F. Guillou I’équipe Testicule, Ontogénése, Métabolisme Energétique (TOME),
puis apres la restructuration de cette équipe que je co-anime avec Elisabeth Blesbois depuis 2013 une
nouvelle équipe « Gonade, conservation, régénération». J’ai choisi de présenter ci-dessous mes travaux
essentiellement dans 1’ordre chronologique avec une présentation a la fin des perspectives de mes
recherches. Je présente brievement les travaux que j’ai réalisés avant d’intégrer en 2001 'unité de
Recherche Avicole et plus en détail ceux que j’ai réalisés sur la différenciation gonadique, la maturation
ovocytaire et le développement embryonnaire précoce chez le poulet, thémes sur lesquels j’ai encadré des

étudiants en thése et qui sont plus proches de mon projet de recherche actuel.

1. Biochimie des hormones glycoprotéiques - Elaboration de nouvelles approches

chromatographiques

Les hormones gonadotropes appartiennent a la famille des hormones glycoprotéiques et sont
produites par I’hypophyse de tous les vertébrés. Ces hormones dans leur forme biologiquement active
possédent une structure dimérique. L’association non covalente de la sous-unité a avec une des quatre
différentes sous-unités [ forme quatre hormones différentes : 1’hormone lutéinisante (LH), I’hormone
folliculostimulante (FSH), I’hormone chorionic (hCG) et I’hormone thyroidostimulante (TSH). Les deux
premiéres sont les principales régulatrices du cycle reproducteur chez les vertébrés. L’hCG se différencie
des trois autres hormones puisqu’elle est synthétisée par le placenta chez I’humain et chez certains
mammiferes. Leur utilisation importante en agriculture, médecine et recherche biomédicale nécessitait la
production de préparations purifiées. D’autre part, ’importance des fonctions régulatrices de ces
hormones dans 1’organisme font qu’elles représentent un objet de recherche important.

Lors de ma thése a I’institut de Biotechnologie Agricole de Russie puis de s¢jours postdoctoraux
au SCRIBE (INRA de Rennes) et a I’Université de Bordeaux I, je me suis intéressée aux propriétés
immunochimiques des hormones glycoprotéiques des différents vertébrés et au développement de
nouvelles méthodes de purification de ces hormones. A 1’époque, les techniques existantes permettaient
I’obtention de ces hormones avec un assez grand degré de pureté, mais restaient relativement lourdes a
mettre en ceuvre. D’autre part une nouvelle hormone GTH1 avait été découverte chez quelques poissons
téléostéens et semblait remplir les fonctions de la FSH des vertébrés terrestres mais était trés difficile a
purifier et a détecter a cause de ses propriétés particuliéres, notamment de la présence d’une forme stable,
produit d’association entre les sous-unités a et § et complétement résistant & la température, a I’urée et au
chlorure de guanidium, (agents utilisés selon le mod¢le pour dissocier ces hétéromeéres). Cette forme
stable n’était pas connue dans les hormones glycoprotéiques auparavant. Concernant les nouvelles
méthodes de fractionnement de ces hormones j’ai principalement exploré d’une part la capacité des
colorants immobilisés d’adsorber d’une maniére différentielle la fraction totale des hormones

glycoprotéiques et les autres protéines hypophysaires et d’autre part 'utilisation de chromatographie



d’affinité sur chélateurs des métaux (IMAC pour immobilysed metal affinity chromatography) pour
séparer la FSH de la LH chez les salmonidés. Ici I’objectif était de simplifier les protocoles de
fractionnement existants et de séparer la GTH1 (FSH) et la GTH2 (LH) chez la truite-arc-en-ciel avec le
meilleur rendement possible, la truite arc-en-ciel étant le modéle d’étude principal au SCRIBE. Nous
avons pu démontrer que la chromatographie sur les colorants immobilisés en particulier sur Cibacron blue
F3GA était une méthode trés puissante pour la purification de certaines hormones glycoprotéiques comme
la LH et la FSH porcines, la LH et la TSH bovines, la LH de I’esturgeon, la LH et la FSH de la truite. En
s’appuyant sur le fait que le nombre et la distribution des histidines est différent dans la LH et la FSH de
salmonidés nous avons pu séparer pour la premicre fois ces deux hormones chez la truite arc-en-ciel en
utilisant IMAC (publication 3). Cette méthode basée sur 1’affinité des protéines pour les métaux chélatés
dépend de la densité et de I’accessibilité des résidus histidines dont I’immidazole est considéré comme le
donneur principal d’électron. Dans la continuité de ce travail, j’ai isolé les sous-unités de la LH et de la
FSH chez la truite arc-en-ciel et mis en place des dosages spécifiques radioimmunologiques de ces
hormones (publication 6). Ces dosages ainsi que les hormones que j’ai purifiées ont permis ces 20
derniéres années 1’étude des rdles de la FSH et de la LH au cours du cycle reproducteur chez la truite arc-
en-ciel. Grace a ces dosages, nous avons pu décrire 1’évolution des taux plasmatiques de LH et de FSH au
cours du cycle reproducteur annuel chez la truite arc-en-ciel ainsi que leur modulation par GnRH et les
stéroides et préciser ces profils au cours de la période préovulatoire (publications 4, 5, 7).

J’ai également purifié et caractérisé une nouvelle gonadotropine (GTHX) chez I’esturgeon. J’ai
pu montrer que GTHX ¢était un dimére tres stable de deux sous-unités o (alphal et alpha2) capable de
stimuler la maturation ovocytaire in vitro. L’existence de ce dimére de deux sous-unités o trouvées chez
ce poisson ancestral pourrait refléter 1’état primitif du systéme gonadotrope dans 1’évolution (publication

26) et sa fonction biologique mériterait d’étre étudiée d’une manicre plus détaillée.

2 Développement gonadique.

2.1 Etude des mécanismes moléculaires de la différenciation gonadique chez les poissons.

Dans le cadre d’un projet Européen collaboration avec Y. Guiguen au SCRIBE (INRA de
Rennes), je me suis intéressée aux mécanismes moléculaires de la régulation du sexe chez les poissons en
utilisant essentiellement comme mod¢le la truite arc-en-ciel. Ce travail m’a permis d’acquérir les
connaissances sur la différenciation du sexe et le développement gonadique ainsi que de m’initier a de
nombreuses techniques de biologie moléculaire. Le controle phénotypique du sexe en aquaculture
représente un enjeu économique considérable. La production des populations monosexes permet de
privilégier le sexe des poissons avec les performances de croissance les plus intéressantes et avec une
meilleure qualité de la chair (ex. les femelles sont plus intéressantes de ce point de vue chez la truite et les

males chez le tilapia). Cette production est €¢galement intéressante pour la gestion de la densité dans



certains élevages et de la surpopulation par les espéces indésirables dans les milieux naturels.
L’acquisition des connaissances sur les genes impliqués dans la différenciation du sexe, naturelle ou
induite par les stéroides, est fondamentale pour la gestion des sex-ratios en pisciculture. Les stéroides
jouent un role crucial dans la différenciation sexuelle chez I’ensemble des vertébrés non-mammaliens.
D’aprés Yamamoto (Yamamoto 1969) les stéroides seraient les inducteurs du sexe naturel chez les
poissons, les estrogénes étant considérés comme gynoinducteurs et les androgénes comme
androinducteurs. Les travaux récents montrent cependant que ces stéroides se situent en aval d’une
cascade moléculaire conduisant a la différenciation sexuelle, mais ils jouent un role central dans ce
processus. Dans mes recherches je me suis intéressée a 1’expression des génes codant pour les enzymes de
la stéroidogéneése ainsi qu’aux facteurs de transcription pouvant étre impliqués dans la différenciation du
sexe naturelle ou induite par les stéroides chez les poissons. Nous avons montré que durant la
différenciation naturelle, 1’expression gonadique des génes codant pour les enzymes impliqués dans la
synthése des stéroides débute avant la différenciation histologique des gonades. Cette expression est non
spécifique du sexe pour les génes codant pour les cytochromes P450scc, P450c17 et 3HSD impliqués
dans la synthése de la progestérone et la 17-hydroxyprogestérone. Elle est femelle spécifique pour la
P450 aromatase (P450aro) impliquée dans la synthése des estrogénes et male spécifique pour la 11p-
hydroxylase (P45011p) impliquée dans la synthése des androgeénes oxygénés (publication 10, 11)

Les traitements stéroidiens sont largement utilisés en aquaculture pour inverser d’une maniére
fonctionnelle le sexe phénotypique. Chez la truite arc-en-ciel les traitements par un stéroide naturel a
faible dose la 11B-hydroxyandrostendione et par le 17B-cestradiol sont utilisés pour masculiniser ou
féminiser efficacement le sexe phénotypique des poissons. Cependant les mécanismes moléculaires de ce
phénomeéne étaient largement méconnus. Nous avons pu montrer que la masculinisation des femelles
génétiques par les androgeénes 11-oxygénés passait par I’inhibition de I’expression de la P450aro et non
par la stimulation de la P4501 1§ dont les niveaux restaient indétectables apres le traitement. Ces données
suggerent que cette masculinisation passait plutdt par I’inhibition de la voie femelle que par la stimulation
de la voie male (publication 11). D’autre part la féminisation par 1’oestradiol-17f inhibait 1’expression de
plusieurs enzymes de la stéroidogenése (P450cl7, 3fHSD, STAR) et en particulier la P45011f, mais ne
stimulait pas I’expression de P450aro, suggérant que cette féminisation passait plutdt par inhibition de
la voie méle sans activation de la voie femelle (publication 12). Nous avons identifié chez la truite arc-en-
ciel le géne DMRT1, trés conservé, impliqué dans la différenciation testiculaire et nous avons montré que
son expression était spécifique de la différenciation testiculaire. Ce géne n’était pas stimulé par les
traitements masculinisant mais était inhibé par le traitement féminisant, confirmant notre hypothése que la
masculinisation et la féminisation par les stéroides sexuels respectifs, passaient plutdt par 1’inhibition de
la cascade moléculaire des males et des femelles respectivement et non par la stimulation d’une nouvelle
voie moléculaire (publication 9). Les recherches développées au SCRIBE par 1’approche « génes-
candidats » a haut débit et par [’approche transcriptomique aprés mon départ ont complétement confirmé

cette hypothése en ce qui concerne le processus de masculinisation (Baron, et al. 2007). En ce qui



concerne la féminisation, 1’étude des profils d’expression d’un grand nombre de génes a permis de
confirmer le fait que la synthése des estrogeénes n’est pas stimulé par le traitement féminisant, mais par
contre I’expression d’autres genes de la voie femelle comme fox/2, fst, bmp4 était rapidement stimulés par

le traitement et que 1’inhibition de la voie male n’était que partielle (Vizziano-Cantonnet, et al. 2008).

2.2 Construction de la banque multi- tissus normalisée et ordonnée de la truite arc-en-ciel.

Ce travail a été réalisé dans le cadre du programme national Astéroger ayant pour but de créer
pour la premiére fois les outils transcriptomiques pour étudier I’expression des génomes des animaux
d’élevage (4 espéces ont été choisies : le pore, la poule, le bovin et la truite arc-en-ciel) dans différentes
conditions physiologiques et pathologiques. Dans ce cadre, il était proposé de construire des banques
multi-tissus normalisées et ordonnées de ces espéces et ensuite de réaliser leur séquencgage systématique
et la production des macro et microarrays. J’ai pris en charge la construction de la banque chez la truite
arc-en-ciel au SCRIBE (INRA de Rennes) en collaboration avec F. Le Gac et Y. Guiguen (publication
17). La réalisation de ce programme a permis de positionner la truite arc-en-ciel en terme d’ESTs
(expressional sequence tags) disponibles comme un des modéles majeurs chez les poissons téléostéens
apres le poisson zébre danio rerio et de développer des travaux de génomique expressionnelle chez cette
espece par différentes équipes de recherche. Ce travail a notamment permis de développer les recherches
présentées ci-dessus sur la différenciation du sexe chez la truite arc-en-ciel naturelle et induite par les
stéroides a une plus grande échelle en utilisant des approches génomiques (Baron et al. 2007; Vizziano-
Cantonnet et al. 2008).

Mon implication forte dans ce projet m’a permis de me familiariser encore plus avec les méthodes
de biologie moléculaire et de participer a l’initiation des approches génomiques naissantes. Cette
expérience m’a aidée dans le développement des approches génomiques dans mes travaux ultérieurs sur

le développement gonadique chez le poulet.

2.3 Développement gonadique chez le poulet.

Contexte agronomique. La production avicole de viande et d’ceuf est une des premiéres sources de
protéines dans D’alimentation humaine. La sélection intensive au cours du 20°™ siécle a permis le
développement de lignées avec des performances optimisées pour les productions spécifiques (ceufs ou
viande). Cependant la sélection des poulets de type chair sur les paramétres de croissance est inversement
corrélée avec leurs performances de reproduction chez les deux sexes. Par exemple le ratio male/femelle
nécessaire pour le maintien des standards de la production des poulets de chair et la fréquence de
remplacement du coq durant la période de reproduction ont évolué¢ du 1965 a 1996 de 1/15 a 1/10 et de 0
a 2 respectivement (Hammerstedt 1999). Une lignée « consommation résiduelle » sélectionnée sur

I’engraissement et présentant une anomalie du métabolisme mitochondrial est un exemple de la



subfertilit¢ chez le male liée a des facteurs génétiques (Morisson, et al. 1997). Du coté femelle, les
femelles des lignées type chair présentent des séries de ponte irrégulieres, le syndrome des ceufs
déficients, I’absence de hiérarchie folliculaire, une diminution de la durée de la période de reproduction,
une baisse de nombre d’ceufs pondus et de la fertilité sans réelle identification des causes (Brillard 2004).
Le taux trop €élevé de la mortalité embryonnaire reste aussi un défi important dans ces ¢élevages. La
qualité de 1’ovocyte est supposée étre un facteur majeur de la qualité de ’embryon comme cela a été
montré¢ chez d’autres espéces (Naz&Rajesh 2005). Une meilleure connaissance des facteurs de
reproduction du coté femelle et male impliqués dans la fertilit¢ des gamétes et dans la qualité de
I’embryon est nécessaire pour les prendre en compte dans les schémas de sélection. Chez les espéces
avicoles, notamment chez la poule, la maitrise des facteurs influengant le sex ratio et le développement
embryonnaire présente un fort intérét économique. En effet un des deux sexes est systématiquement
détruit dans les productions spécifiques (ex : les femelles dans la production du foie gras, les males dans
la production des ceufs de consommation) ce qui génére des pertes économiques et des problémes
éthiques. Une meilleure connaissance des aspects de la différenciation du sexe chez 1’oiseau est
nécessaire pour pouvoir maitriser un jour le sexe dans les élevages avicoles.

Contexte scientifique. En dehors du contexte économique, le poulet est un modéle tres
intéressant et original pour la recherche fondamentale notamment en ce qui concerne le développement
embryonnaire et la différenciation gonadique. Les stades du développement embryonnaire du poulet sont
bien connus et décrits d’une maniére trés précise, le génome du poulet est séquencé et assemblé depuis
quelques années. Plusieurs particularités du développement embryonnaire (I’ceuf télolécithe, début
d’expression du génome embryonnaire au stade de ~30000 cellules...) et de la différenciation gonadique
(I’hétérogamétie portée par la femelle, ’asymétrie du développement ovarien...) par rapport aux autres
vertébrés en font un modéle unique. Depuis mon recrutement en 2001 en tant que CR1 dans I’équipe
« Qualité des gamétes et des embryons » (actuellement équipe «Gonade, Conservation, Régénération») de
I’Unité de Recherche Avicole (URA) jusqu’a 2006 puis de I’'UMR Physiologie de la Reproduction et des
Comportement (PRC) de ’'INRA de Tours sur le profil « développement précoce chez 1’oiseau, mise en
place et expression du génome embryonnaire » mes recherches ont été principalement centrées sur des
mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation gonadique chez I’embryon de poulet. D’autre
part j’ai également apporté mon expertise a 1’étude des bases moléculaires de la compétence ovocytaire

chez la poule.

2.3A Identification des génes impliqués dans la compétence ovocytaire chez la poule.

Introduction



Au contraire de certains facteurs affectant la qualité des gameétes maéles aviaires, les aspects

« femelle » de la qualité des gameétes ont peu été explorés. Pour cette raison nous avons décidé d’aborder

Phase AGE Duré Diamétre | Poids Stade du Nombre
D’caccroissemant du du développement de
follicule follicule | des follicules follicules
(mm)
1 jours 0,01 Follicules
primordiaux
Accroissement lent gemaines 0,05 inllﬁ:iﬁs
18 0,8-1 Follicules
semaine primaires
Accroissement 50 jours ) Préhiérarchiques : | Quelques
intermédiaire petits follicules centaines
l blancs
4
Grand 3 jours 5 Préhiérarchiques : | 5-6
accroissement l petits follicules
9 jaunes
5 jours Follicules 5-6
llO hiérarchiques
35

un de ces aspects ; la compétence ovocytaire qui comprend la capacité de I’ovocyte a reprendre la méiose

Tableau 1. Phases du développement folliculaire chez la poule d’apres Sauveur (Sauveur 1988) et
Johnson & Woods (Johnson 2007)

ARN extra embryonnaire
Membrane périvitelline interne

Granulosa

Vitellus Théque interne

Theque externe

Figure 1. Structure du follicule chez la poule



chez I’adulte, a la poursuivre jusqu’en métaphase I, & étre fécondé avec succés et a assurer le
développement embryonnaire jusqu’a 1’éclosion d’un poussin sain. Plus particuliérement notre recherche
était ciblée sur I’identification des génes a effet maternel, domaine qui n’avait jamais été exploré chez les
especes aviaires auparavant. Effectivement la présence de vitellus (ou jaune), qui constitue la plus grande
partie de I’ovocyte aviaire en particulier durant les derniéres étapes de maturation, rend délicate 1’étude
moléculaire et histologique du fonctionnement ovocytaire et du développement de I’embryon précoce.
Ce travail a été initi€ en collaboration avec F. Batellier et a été réalisé essentiellement dans le cadre de la
thése de S. Elis que j’ai co-encadré avec E. Blesbois, P. Monget et F. Batellier.

Rappel des particularités de I’ovogénése et du développement précoce chez la poule. A la
différence des poissons, amphibiens et certains reptiles chez qui les ovogonies continuent a proliférer
aprés 1’éclosion et aprés la puberté, chez les oiscaux comme chez les mammiféres les ovogonies
subissent un nombre limité de divisions mitotiques dans les gonades embryonnaires avant d’entrer en
premiere division méiotique ou ils seront bloqués jusqu’aux dernicres étapes de la maturation. Ainsi chez
les oiseaux le stock des ovocytes primaires bloqués en diploténe est constitué a 1’éclosion en nombre
approximatif de 480000 chez la poule et ne sera pas renouvelé au cours de la vie. Une faible proportion
d’entre eux (200-500 chez les oiseaux domestiques et encore moins chez les oiseaux sauvages) atteignent
le stade préovulatoire. La formation des follicules primordiaux commence peu de temps apres 1’éclosion
par le recrutement des cellules de granulosa qui formeront la membrane périvitelline autours des
ovocytes. La formation des follicules primaires est associée au recrutement des cellules de la theque a
partir du mésenchyme. Ces cellules sont séparées des cellules de granulosa par la membrane basale. La
synthéese des différentes étapes de I’ovogénese chez la poule et leur durée sont présentées dans le Tableau
1 et la structures du follicule de la poule sur la Fig. 1. Durant la croissance folliculaire 1’ovocyte
augmente sa taille environ 1000 fois. Une telle croissance est associée a 1’absorption par I’intermédiaire
des cellules de granulosa des composants du jaune. Durant la croissance jusqu’au stade pré-hiérarchique
I’ovocyte accumule le jaune blanc riche en lipoprotéines. Durant cette étape, la théque se différencie en
deux couches avec des profils de synthése de stéroides différents : théque interne, impliquée
principalement dans la synthése des androgénes et théque externe impliquée dans la synthése des
estrogénes. Le stade des follicules hiérarchiques est caractérisé par une croissance rapide due a
I’absorption de grande quantité de vitellogénine et des lipoprotéines de trés basse densité. Les derniéres
étapes de I’ovogénése chez la poule sont caractérisées par une hiérarchie folliculaire strict, ou la taille du
follicule détermine son degré de maturité : plus il est proche de 1’ovulation, plus le follicule est grand. Le
noyau et les organelles dans I’ovocyte aviaire sont situés dans une structure appelé le disque germinal

dont la taille relative a I’espace occupé par le jaune devient de plus en plus petite au cours des derniéres



étapes de ’ovogéneése. Comme chez les autres vertébrés, la maturation ovocytaire dépend du dialogue
permanent entre I’ovocyte et les cellules de granulosa, d’une régulation paracrine et endocrine incluant les

hormones gonadotrope la FSH et la LH, les stéroides, les facteurs de croissance et les hormones



Figure 2. Le tractus génital de la poule avec ces différents compartiments. Le temps de passage

de I’ceuf dans chaque compartiment du tractus et les fonctions de ces compartiments sont indiqués.
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thyroidiennes. L’ovocyte aviaire en plus du vitellus accumule au cours de la folliculogenese une grande
quantité d’ARNs et de protéines (Davidson 1986) qui doivent assurer I’accomplissement de la méiose, la
fécondation et les premieres étapes du développement embryonnaire jusqu’a ’activation du génome
embryonnaire, ainsi que servir de nutriments tout au long de ’incubation de I’ceuf. Ces facteurs dit
maternels qui sont stockés dans le disque germinal et dans le jaune (Malewska&Olszanska 1999)
influenceraient donc la fertilit€. La maturation ovocytaire s’achéve par la maturation meiotique et
I’ovulation déclenchée par la progestérone sécrétée par les cellules de la granulosa en réponse au pic de
la sécrétion de la LH par I’hypophyse. Suite a I’ovulation 1’ovocyte migre dans 1’infundibulum ou il peut
étre fécondé par les spermatozoides. La fécondation chez les oiseaux est polyspermique. Plusieurs
spermatozoides peuvent pénétrer dans le disque germinal, mais seulement un pronucleus male peut
fusionner avec le pronucleus de 1’oocyte. Chez la poule, aprés la fécondation 1’ceuf va passer 24 heures
dans le tractus génital femelle avant d’étre pondu (Fig.2). Tout au long de ce passage dans le tractus le
jeune embryon se divise pour atteindre le stade de blastoderme au moment de la ponte parall¢lement avec
la formation de la couche du blanc et de la coquille. A ce stade, I’embryon compte 30000-50000 cellules.
Peu de donnée existait chez la poule concernant les facteurs maternels, leur influence sur la survie du
zygote et le développement embryonnaire précoce ainsi que sur 1’activation du génome embryonnaire.
Parmi les transcrits d’origine maternelle identifiés dans le blastodisque non-fécondé, il y a ceux qui
codent pour les protéines anti- et pro-apoptotiques qui jouent probablement un rdéle dans la défense du
zygote et de I’embryon précoce contre le stress environnemental. Comme chez les différents vertébrés la
durée de vie des différents ARNs maternels est trés variable et régulée par les mécanismes ciblant les
ARNSs : dégradation, inhibition de leur traduction, activation spécifique (Bettegowda&Smith 2007). Ces
mécanismes permettent 1’utilisation des protéines codées par les ARNs maternels puis leur élimination
quand leur fonction est terminée ou quand elles peuvent devenir toxiques pour I’embryon (ex. c-mos
((Alizadeh, et al. 2005)). La transition entre le controle maternel du développement et I’activation du
génome embryonnaire a été étudiée chez plusieurs espéces et en particulier chez les amphibiens. Cette
transition se fait d’une maniére progressive, puisque chez plusieurs espéces I’embryon posséde une
certaine activité transcriptionnelle avant I’activation majeure du génome embryonnaire. Chez I’oiseau, la
dynamique des transcrits maternels au cours de la maturation ovocytaire et le développement
embryonnaire ainsi que le moment exact de I’activation du génome embryonnaire ont été trés peu étudiés.
En utilisant des inhibiteurs de la synthése des ARNs avec ’o-amanitin et I’incorporation de *’P-
orthophosphate dans les ARNs, il a ét¢é montré que la synthése massive des ARNs débutait a partie du
stade XIII (Eyal-Giladi&Kochav 1976; Zagris, et al. 1998) Ce stade correspond & quelques heures
d’incubation et est li¢ a I’ interaction entre hypoblaste et épiblaste annoncant la formation de la ligne
primitive. A ce stade I’embryon du poulet compte plus de 50000 cellules. En comparaison cette reprise de
transcription zygotique a lieu au stade blastula chez les amphibiens qui compte 4096 cellules (Nieuwkoop

1956) et avant le stade morula, au stade qui compte quelques
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périvitelline

ARN extra embryonnair

Figure 3. Structure de la région du disque germinal (GDR pour germinal disc région) du follicule F1 (en
rouge) et de I’ovocyte ovulé (en bleu) et des zones de cellules de granulosa (GCs pour granulosa cells)
(en jaune) en proximité du GDR. Les parties hachurées montrent quelles parties du follicule étaient
disséquées pour constituer le pool de GCs, de GDR F1 et de GDR OV (ovulé). GD (pour germinal disc),
disque germinale ; GCsGD, cellules de granulosa recouvrant le disque germinal qui ne peuvent pas étre
dissocié du disque germinale. Trois échantillons GDR F1, GDR OV et GCs ont été utilisés pour I’analyse
par microarrays. Chaque échantillon représentait un pool de 25 échantillons individuels, 2 répliquats ont
¢été constitués pour chaque type d’échantillon.

448
F1 GCs +— Ov GDR

Y/

342 92

Figure 4. Les relations entre les geénes différentiellement exprimés dans différentes comparaisons. Le
diagramme montre le recouvrement des geénes différentiellement exprimés dans différentes comparaisons.
Chaque cercle représente le nombre total de génes différentiellement exprimés dans une comparaison. Les
zones de chevauchement représentent des geénes différentiellement exprimés communs pour différentes

comparaisons.
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cellules chez les mammiferes (2 cellules chez la souris, 4-8 cellules chez I’homme). En conséquence les
facteurs maternels stockés dans I’ovocyte aviaire doivent non seulement assurer les événements tels que
la maturation méiotique, la fécondation et la différenciation embryonnaire, mais aussi beaucoup de
divisions cellulaires. L’importance cruciale des transcrits maternelles pour la survie de I’embryon
précoce semble étre évidente. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés tout particuliérement a la
dynamique transcriptionnelle durant la maturation ovocytaire, 1’ovulation, la fécondation et le
développement embryonnaire précoce (48h apres fécondation) pour identifier les génes potentiellement
impliqués dans les différentes étapes de ces processus largement méconnus chez 1’oiseau avant notre

étude.

Génes Ovocytaires chez la poule (publications 19, 37, 40, 42).

Pour rechercher les génes impliqués dans la maturation folliculaire, I’ovulation, la fécondation et
le développement embryonnaire nous nous sommes appuy¢s sur les données disponibles dans les autres
espéces concernant les génes maternels, et nous avons développé en collaboration avec 1’'unité de
Recherche en Génomique Végétale (INRA, Evry) une recherche sans a priori des génes aviaires en
utilisant les micorrays Affymetrix, qui représentaient au moment de la réalisation de ce travail 1’outil le
plus performant pour I’analyse du transcriptome aviaire.

Dans la premiére approche, nous avons utilisé une liste de génes ovocytaires murins obtenue par
I’analyse différentielle digitale (Dade, ef al. 2003; Dade, et al. 2004; Paillisson, et al. 2005). Un travail
bioinformatique a permis, grice a des alignements de séquences de rechercher les génes aviaires
orthologues de geénes murins. Suite & ce travail et a I’étude de leur expression dans I’ovaire de la poule,
nous avons gardé 18 génes de la liste initiale de 101 génes murins pour une analyse d’expression plus
détaillée. Dans la deuxiéme approche, nous avons comparé¢ les transcriptomes de la région du disque
germinal (GDR) des follicules préovulatoires F1, de 1’ovocyte ovulé (OV GDR) et les cellules de
granulosa des follicules F1 (GCs) (Fig. 3) avec un objectif d’identifier de nouveaux geénes spécifiques de
I’ovocyte de la poule. L’analyse des données de microarray dans les 3 comparaisons (F1 GDR et OV
GDR, F1 GDR et F1GCs et OvGDR et F1GCs) et de la redondance des génes différentiecllement exprimés
entre ces comparaisons a montré que relativement peu de génes (245 génes) étaient différentiecllement
exprimés entre les GCs et ’ovocyte (Fig. 3) et encore moins entre un ovocyte F1 et un ovocyte ovulé (7
genes), suggérant que :

1) les profils transcriptionnels des cellules de granulosa et des GDRs des ovocytes F1 et OV
différent seulement de 342 et 448 génes respectivement sur 28000 génes analysés ;

2) ’ovulation affecte peu le transcriptome du GDR.

Cette approche a également révélé 245 génes positivement régulés dans 1’ovocyte en comparaison avec
les GCs, dont 49 étaient communs pour le stade F1 et OV (Fig. 5) et par conséquence représentaient les
geénes candidats ovocytaires les plus pertinents a explorer pour leurs roles potentiels dans la maturation

ovocytaire, la fertilisation, le développement embryonnaire précoce. Parmi les 238 genes
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Figure 5. Les relations entre les génes préférenticllement exprimés dans différentes comparaisons. Le
diagramme montre le chevauchement des génes préférenticllement exprimés dans différentes
comparaisons. Chaque cercle représente le nombre total de geénes préférentiellement exprimés dans une
comparaison. Les zones de chevauchement représentent genes préférentiellement exprimés &communs
pour différentes comparaisons surexprimés. Les geénes identifiés par l'approche in silico et trouvés.
préférentiellement exprimés dans différentes comparaisons sur les microarrays sont indiqués.

granulosa GDR embryon
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Figure 6. Classification hiérarchique Supervisé de 23 génes candidats au cours de la maturation
folliculaire et le développement précoce de I'embryon, analysé par par PCR en temps réel en dupliquats
techniques et biologiques. F6-F1, follicules hiérarchiques de différentes taille (F6 - le plus petits, F1 — le
plus grand, préovulatoire). GCs, cellules de granulosa ; GDR, région du disque germinales ; Ov, GDR du
follicule ovulé; 6 h30, 12 h, 24 h, 36 h et 48 h, ’embryon précoce a différent temps aprés I'ovulation.
Classification hiérarchique supervisée de génes a ¢été réalisée en utilisant le logiciel Cluster 3. Cingq
groupes sont représentés (C1 a C5). Seuils de corrélation sont indiqués pour chaque groupe.
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préférentiellement exprimés dans F1 GDR en comparaison avec les GCs nous avons trouvé 5 genes
(chkmos, ktfn, zpA, dazL, btg4) également identifiés comme geénes candidats ovocytaires de la poule dans
I’approche in silico (Fig. 5). Un de ces geénes btg4 est aussi préférentiellement exprimé dans OV GDR en
comparaison avec GCs. Un autre géne zpC, préférentiellement exprimé dans F1 GDR en comparaison
avec OV GDR a été également présent dans notre liste de génes-candidats. Ce résultat suggere que les
deux approches utilisées (in silico et microarray) sont fonctionnelles et complémentaires dans la
recherche des génes ovocytaires. L.’annotation des génes différentiellement exprimés entres GCs et GD
(pour germinal disque) par Gene Ontology (GO) a révélé que les génes positivement régulés dans les GCs
étaient essentiellement liés au métabolisme, au transport, a la protéolyse et a la régulation de la
transcription, I’adhésion cellulaire et la réponse immunitaire, tandis que les génes préférenticllement
exprimés dans le GD étaient préférentiellement impliqués dans le cycle cellulaire, I’organisation des
chromosomes, la phosphorylation des protéines, la régulation de la transcription et le développement de
I’organisme multicellulaire, ce qui est cohérant avec la fonction des GCs et GDR respectivement.
L’analyse plus détaillée de la dynamique spatio-temporelle d’expression de 23 génes sélectionnés issus de
I’approche in silico et de I’analyse des données des microarrays par PCR en temps réel durant la
folliculogenese et le développement embryonnaire précoce a permis de mettre des hypothéses sur les
roles potentiels de ces génes. Effectivement ces génes ont montré des profils d’expression spécifiques au
stade de la folliculogenése ou du développement de I’embryon jusqu’a I’activation de son génome, et au
type cellulaire (GCs ou GDR). Grace a la classification hiérarchique des données de leur expression ils
ont été regroupés dans 5 clusters ce qui a permis d’établir pour la premiére fois un aper¢gu au niveau
moléculaire de 1’évolution du follicule hiérarchique jusqu’ a l’ovulation, la fécondation et le
développement du zygote (Fig. 6). L’expression de la majorité des geénes étudiés déclinait entre
I’ovulation et I’ovoposition qui précéde 1’activation du génome embryonnaire, ce qui confirme que 1’arrét
de I’activité transcriptionnelle et la dégradation progressive des transcrits maternels décrit chez les autres
especes a également lieu chez le poulet. Cependant, chez le poulet la dégradation de I’ARN ribosomal
semble étre beaucoup plus marquée que celle de I’ARN maternel, comme 1’a montré 1’analyse globale de
la qualité de ’ARN total et de la transcription inverse en présence du **P. Effectivement, a partir du stade
Ov et jusqu’a 24h aprés 1’ovulation (avant I’activation du génome), le pic correspondant a I’ARN 28S
devient presque invisible et le pic 18S est trés dégradé (Fig 7). Ces pics sont complétement restaurés 36h
aprés 1’ovulation, et donc apres 1’activation du génome embryonnaire. En revanche I’ARNm ne semble
pas étre touché au moins au stade OV. Dans ce sens 1’expression de cing geénes du cluster 1 chmos, btg4,
wee, dazl et zpA augmentait durant les étapes finales de la maturation folliculaire et leur expression était
maintenue jusqu’a 24 h aprés l’ovulation, mais disparaissait complétement & partir de 36h aprés
I’ovulation donc aprés 1’activation du génome embryonnaire, suggérant 1’origine maternelle de ces

transcrits. L’expression spécifique de 1’ovocyte a été confirmée pour chmos, btg4, dazl et zpA. Chez les
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Figure 7. L'ARN total a été extrait du GDR (région du disque germinale) de I’ovocyte ou de 1I’embryon.
L’¢évolution des profils d'ARNr 18S et 28S a dans les échantillons d°’ARN totale des GDR au cours de la
maturation folliculaire et le développement embryonnaire précoce évalués a l'aide des nanopuces (Agilent
technologies) (A). Les profils d'ARN des sous-unités ribosomiques 18S et 28S évalués par PCR en temps
réel (B et C, respectivement) en utilisant le kit TagMan (Eurogentec). La transcription inverse en
présence de **P a été réalisée pour 'ARNm extrait de F1 GDR, Ov GDR (voir Fig.3) et de l'ovaire. Le
signal radioactif pour les échantillons et coloration au bromure d'éthidium pour le marqueur de taille (D).
GCs, cellules de granulosa ; GDR, région du disque germinales ; Ov, GDR du follicule ovulé; 6 h30, 12
h, 24 h, 36 h et 48 h, I’embryon précoce a différent temps aprés 'ovulation. Sur les figures B et C les

lettres différentes représentent les différences d’expression significatives.
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autres especes, Chmos, btg4 et wee sont connus pour étre impliqués dans le cycle cellulaire et peuvent
étre utilisés durant les dernicres étapes de la maturation ovocytaire et le développement du zygote. Chmos
est un homologue du géne mos (Schmidt, et al. 1988), protéine-kinase nécessaire pour la maturation
méiotique chez les vertébrés ou il régule 1’activité de M-phase promoting factor (MPF) (Haccard&Jessus
2006; Inoue, et al. 2007) et pour I’arrét mitotique des ovocytes des vertébré (Inoue et al. 2007). Btg4 (B
cell translocation gene 4) appartient a la famille des inhibiteurs du cycle cellulaire. C’est un geéne
préférentiellement ovocytaire chez la souris et chez le bovin (Buanne, et al. 2000; Pennetier, et al. 2006)
ou il exerce une activité antiproliférative (Vallee, et al. 2005). Wee, un géne conservé des invertébrés aux
mammiféres, est connu pour réguler la maturation méiotique de I’ovocyte (Schmidt et al. 1988) (Inoue et
al. 2007; Yue&Ferrell 2006). Le géne daz/ est également un transcrit d’origine maternelle chez le
medaka, ou chez I’adulte il est détecté exclusivement dans 1’ovaire et le testicule (Xu, et al. 2007). Un
autre géne du cluster 1 trés préférentiellement exprimé dans I’ovocyte, bmpl5, a également un role dans
la maturation folliculaire. Son action inhibitrice similaire a celle rapportée pour les mammiféres sur la
synthése et la sécrétion de la progestérone en particulier induite par les gonadotropines par les cellules de
granulosa (McNatty, et al. 2005; Otsuka, et al. 2000; Su, et al. 2004) a été¢ démontrée (publication 18).
Les génes zpA, zpC and zpD appartenant a la famille des protéines de la zone pellucide sont connus pour
étre impliqués dans 1’ovogéneése, la fécondation et le développement préimplantatoire (Wassarman, et al.
2004). Chez le poulet comme nous avons pu démontrer par PCR en temps réel et hybridation in situ, que
zpA, a la différence des génes zpC et zpD exprimés dans I’ovocyte et dans les cellules somatiques, est
exprimé uniquement dans 1’ovocyte comme chez la souris. D’ailleurs ces trois geénes étaient distribués
dans des clusters différents (Fig 6). Il est intéressant de noter que le géne ZpD n’existe pas chez la souris
et a été identifi¢ par 1’approche « microarray » comme un géne préférentiellement exprimé dans les
cellules de granulosa. D’autre génes comme zarl, cvh, ktfn du cluster 2 ¢étaient également
préférentiellement exprimés dans le GDR, mais a la différence des génes du cluster 1, leur expression
¢était maintenue dans ’embryon d’une maniére continue et augmentait significativement de 24h a 36h
apres 1’ovulation, ce qui suggere leur implication non seulement dans la maturation ovocytaire, mais aussi
dans le développement embryonnaire. Contrairement a k#fi, qui n’a jamais été étudié dans le contexte de
la reproduction, zarl a été étudié auparavant pour son rdle dans la maturation ovocytaire et le
développement du zygote. C’est un des rares génes spécifiques de I’ovocyte avec un effet maternel
confirmé. Il est essentiel pour la transition ovocyte-embryon chez la souris et supposé étre impliqué dans
I’initiation du développement embryonnaire et controle de la fertilité. (Uzbekova, et al. 2006; Wu, et al.
2003). Nos données suggerent son rdle conservé chez le poulet. D’autres génes de notre liste avec
I’expression préférenticllement ovarienne sont également exprimés dans les GCs et dans le GDR
(Clusters 3et 4) et leur expression respective diminuait durant la maturation folliculaire et persistait a de
faibles niveaux dans le jeune embryon, ce qui laisse penser qu’ils sont particuliérement impliqués dans les

premiers stades de la maturation folliculaire.
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En conclusion, cette étude a permis de générer une liste de 460 génes exprimés dans la granulosa
et 250 geénes exprimés dans I’ovocyte. L approche microarray a permis de générer une liste de génes
potentiellement de I’ovocyte mature et une liste des geénes des cellules de granulosa du follicule mature. Il
est intéressant de noter que 40% de ces génes n’avaient pas d’homologues dans les bases de données et
donc peuvent correspondre aux mécanismes spécifiques aviaires tels que la maturation folliculaire
hiérarchique ou encore I’accumulation rapide du vitellus. Ainsi, nous avons pu confirmer 1’expression
spécifique ovocytaire pour 8 geénes : BTG4, CHKMOS, WEE, ZPA, DAZL, CVH, ZAR1 et KTFN. La
classification hiérarchique des données de PCR en temps réel a permis d’établir des groupes de geénes
impliqués dans la maturation folliculaire, la maturation méiotique, la fécondation, le développement
embryonnaire précoce, le développement aprés I’activation du génome embryonnaire. Cependant
d’autres génes également trouvés surexprimés dans 1’ovocyte dont une grande partie sont nouveaux et
n’ont pas d’homologues dans les banques de données, restent a explorer. Par ailleurs nous avons trouvé
que le profil global de ’ARN ribosomal était modifié dans le disque germinal entre 1’ovulation et
I’activation du génome embryonnaire dans le sens de sa dégradation, phénomene qui n’avait pas été décrit
auparavant. Cette derniére découverte pose des questions sur 1’état et le role de la machinerie de la

transcription et de la traduction dans le jeune embryon avant 1’activation de son propre génome.

Les génes ovocytaires et la fertilité chez la poule (publication 20). Dans un deuxiéme temps
nous avons recherché si les poules ayant une bonne ou une mauvaise fertilité exprimaient des différences
d’expression du génome au niveau transcriptonnel au cours de la maturation ovocytaire et du
développement embryonnaire précoce, avec I’objectif d’identifier des marqueurs potentiels de la fertilité
chez la poule, qui pourraient étre inclus dans les schémas de sélection, puisque celle-ci peut avoir un
impact sur le succes de la reproduction chez les animaux d’élevage. En effet, les porcs sélectionnés sur la
croissance rapide présentent une détérioration des parametres de reproduction (Robinson&Buhr 2005).
Une tendance similaire a été observée chez les especes avicoles (Barbato 1999; Brake 1998; Clayton
1972; Reddish, et al. 2003; Ye, et al. 1999). L’étude de la variation de I’expression des geénes de
I’ovocyte entre les animaux présentant des différences de fertilité est une voie pour explorer ce probléme.
Ainsi chez la truite-arc-en-ciel les niveaux d’expression de plusieurs transcrits sont diminués dans les
ceufs de mauvaise qualité (Aegerter, et al. 2005). En raison de plusieurs de ses spécifiés, en particuliers
une hiérarchie folliculaire strict (Etches&Petitte 1990) et une activation du génome embryonnaire tardive
(Zagris et al. 1998), la poule est un modele original pour étudier ce phénomene. Les variations de
I’expression des transcrits dans 1’ovocyte mature peuvent étre une des explications des différences de
fertilité et peuvent servir au développement des marqueurs de la qualité ovocytaire.

Pour explorer cette hypothése, nous avons choisi 1’approche transcriptomique a haut débit en
utilisant les puces pangénomiques Affymetrix et comme modele deux couples de lignées divergentes

sélectionnées soit sur le critére " vitesse de croissance" (lignées type chair X33 (a croissance rapide)/X44
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Figure 8. Diagrammes représentant la redondance entre les geénes différentiellement exprimés dans les
différentes comparaisons. A. Comparaison des génes différenticllement exprimé génes entre les entre les
animaux des lignées DPF+ et DPF- et les animaux plus fertiles et moins fertiles de la lignée X33 a
croissance apide (33+ et .33-). La moyenne de fertilité est indiquée en pourcentage pour les animaux de
chaque lignée ou de groupe qui ont participé dans I’expérience. Chaque cercle représente le nombre total
de genes différentiellement exprimés dans une comparaison donnée. La zone de chevauchement
représente les génes différentiellement exprimés communs pour les deux comparaisons. B. Le diagramme
montre la redondance des génes préférentiellement exprimés entre les différentes comparaisons. Chaque
cercle représente le nombre total des genes surexprimés dans une comparaison. La zone de
chevauchement représente des génes surexprimés communs dans de différentes comparaisons. Le nom de

ces genes est indiqué.
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(a croissance lente) soit sur le critére « durée de période fertile » (lignées de poules pondeuses DPF+ et
DPF-) et en comparant des ovocytes et des embryons des groupes de poules avec une bonne ou une
mauvaise fertilité. Effectivement les deux couples de lignées avec les origines différentes présentaient
régulierement des problemes de fertilité. Concernant les lignées X33/X44 1’étude de fertilité ne nous a pas
permis d’identifier les différences entre les deux lignées, en revanche nous avons pu sélectionner a
I’intérieur de chaque lignée les individus avec une bonne et une mauvaise fertilité. Concernant les lignées
DPF+ et DPF- les différences de fertilité étaient clairement exprimées entre les lignées : les DPF+ (duré
de la période fertile longue) avaient une bonne fertilité tandis que les DPF- avaient une fertilité
détériorée. L utilisation de deux modéles génétiques complétement différents devait nous permettre de
répondre a une autre question importante pour la recherche des marqueurs de qualité: « Est-ce que les
mémes génes ou des geénes différents sont affectés selon le génotype sélectionné ». Autrement dit est-ce
qu’il est possible d’identifier un ou des marqueurs commun(s) de qualité. Avec ces objectifs nous avons
comparé des transcriptomes de la région du disque germinal (GDR) qui est structurellement et
fonctionnellement analogue a 1’ovocyte des mammiferes, les plus grands follicules F1 des poules avec
une bonne et mauvaise fertilit¢ a I’intérieur de la lignée X33 (a croissance rapide) et entre les lignées
DPF+ et DPF-. L’écart de fertilit¢é moyenne entre les animaux fertiles et moins fertiles sélectionnés pour
I’analyse était beaucoup plus modérés (28%) pour les individus X33+ (fertiles) et X33-(moins fertiles)
en comparaison des individus DPF+(fertiles) et DPF-(moins fertiles), qui était de 54%. Cette analyse
nous a permis de constater que les différences de fertilité¢ étaient accompagnées par une relativement
faible variation des transcriptomes. Seulement 54 et 84 génes sur 28000 genes analysés étaient
différentiellement exprimés entre les poules DPF+ et DPF- et X33+ et X33- respectivement (Fig 8 A). Le
différentiel d’expression modéré (entre 0,7 et 8) reflétait les différences modérées de fertilité. Seulement
3 génes parmi I’ensemble des geénes différentiellement exprimés étaient communs pour les deux
comparaisons (TRAP6, CR407412 et CSNKIE) (Fig. 8B), suggérant que les différences de fertilité¢ dues a
la variabilité individuelle a 1’intérieur de la lignée chair a croissance rapide d’un coté et a la sélection
divergente sur la durée de la période fertile d’un autre coté fait intervenir les mécanismes différents. Ce
résultat a répondu a une de nos questions sur la possibilité de trouver les marqueurs robustes de fertilité
communs aux différentes lignées. Il est évident que les marqueurs doivent &tre rigoureusement vérifiés
dans chaque nouveau contexte de détérioration de fertilité. Un autre résultat intéressant de cette étude est
que la fonction prédominante déterminée par GO (pour les poules X33) ou bien représentée (pour les
DPF) était I’'immunité. L’¢étude des cinétiques d’expression durant la maturation folliculaire et le
développement embryonnaire précoce de 10 génes sélectionnées comme les plus différentiellement
exprimés (sur les disques germinaux individuels issus des poules avec une fertilité différente a 1’intérieur
des lignées X33et X44 et entre les lignées DPF+/DPF-) a permis d’identifier six génes dont I’expression
corrélait avec la fertilité. Exemple de validation de quelques génes est présenté sur la Fig. 9. En se basant
sur I’ensemble des différentes analyses entreprises pour valider et mieux comprendre les données

transcriptomiques obtenues, nous avons pu identifier parmi les génes différentiellement exprimés
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Figure 9. Exemple de validation de 4 génes différentiellement exprimés dans 1”analyse par microarrays
(A) par PCR en temps réel (B) et de 3 de ces génes par I’étude de corrélation entre la fertilité et le niveaux
d’expression génique en utilisant les individus de fertilité différente (C). L’expression F1, GDR du

follicule F1. L’expression des genes était normalisée par 3 génes de référence BActin, GAPDH et EF1A.
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sur les microarrays cinq genes dont 1’expression dans le GDR corrélait a la fertilité : (VWC2, CR407412,
TAPA, FGL2 et TRAP6). Ces geénes peuvent étre considérés comme marqueurs candidats forts de la
qualité de I’ovocyte. Parmi ces genes, deux genes TRAP6, TAPA sont directement liés a I’immunité,
tandis que deux autres VWC2 et FGL2 sont impliqués dans la signalisation par les voies des BMPs, dans
I’embryogénése et 1’homéostasie respectivement. 7TRAP6 a également été identifié comme géne
ovocytaire dans cette étude ce qui renforce encore plus I’implication potentielle de ce géne dans les
problémes de fertilité. Il est particulierement intéressant que I’expression d’un régulateur d’inflammation
soit affectée dans le cas d’altération de fertilité dans les deux lignées ponte et chair, I’inflammation etant
une composante essentielle du processus d’ovulation (Kalantaridou, et al. 2007). Parmi ces 5 génes
seulement FGL2 avait ét¢ montré comme étant impliqué dans la reproduction auparavant (succés ou
interruption de la gestation chez la souris et la femme) (Clark, ef al. 1999). CR407412 n’a pas été décrit
dans la littérature et représente un nouveau géne potentiellement lié a la fertilité.

En conclusion, ce travail présente une premicére étude de corrélation entre I’expression des génes
dans le disque germinal de 1I’ovocyte aviaire et la fertilité. Malgré beaucoup de difficultés bio-techniques
(collecte du matériel biologique chez les poules avec la fertilité détériorée, différences relativement
faibles de fertilit¢ pour espérer avoir de fortes différences d’expression génique, grande variabilité
individuelle d’expression génique), ce travail a permis pour la premiére fois d’apporter une vision
cohérente de I’altération de I’expression génique en lien avec la fertilité chez la poule dans différents
contextes génétiques. Notre étude également suggere I’implication de I’immunité dans les problémes de
fertilité et ceci indépendamment des contextes génétiques étudiés. Finalement elle a fourni des marqueurs

potentiels de la fertilité qui pourraient étre inclus dans les schémas de sélection.

Perspectives des travaux réalisés sur I’identification des génes impliqués dans la compétence
ovocytaire et le développement embryonnaire précoce et des génes corrélé a la fertilité.

Suite a la réorientation de notre équipe selon de la politique de 'UMR vers des thématiques
portant sur le développement testiculaire et la création de 1’équipe « Testicule, Ontogénése métabolisme »
en 2010, la décision d’arréter la recherche sur le développement ovarien était prise et les travaux
synthétisés ci-dessus sur ce sujet n’ont pas été poursuivis. Cependant ce travail a produit beaucoup de
données et ouvre des perspectives larges. Pour ces raisons, je présente les perspectives de ce travail dans
ce chapitre séparément des perspectives liées @ mon projet de recherche actuel présenté a la fin du
manuscrit.

Pour la premiére fois, I’évolution de I’expression génique au niveau transcriptionnel au cours de
la maturation folliculaire et du développement embryonnaire précoce chez le poulet a été mise en
évidence et un lien entre ’expression des génes au cours de ces processus et la fertilité a été révélée.
Ainsi, le transcriptome des GDRs a été analysé en utilisant les microarrays Affymetrix avec les sondes
correspondant aux 28000 génes ce qui a permis d’identifier de nombreux génes comme potentiellement

impliqués dans les différentes étapes de la maturation folliculaires aux niveaux de [’ovocyte et des
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cellules de granulosa ou au cours du développement du zygote. Parmi les génes identifiés beaucoup sont
nouveaux et n’ont pas d’homologues dans les banques de données. En particulier nous avons pu mettre en
évidence les transcrits d’origine maternelle dont I’importance pour la survie du zygote et le
développement embryonnaire précoce était démontré chez les autres espéces. Différentes approches
pourraient étre envisagées pour étudier la fonction des génes en question. Une de ces approches
consisterait a utiliser les modeéles d’ovulation et de fécondation in vitro de ’ovocyte de la poule qui ont
été développés dans notre équipe (Batellier, et al. 2003) pour étudier la fonction des génes d’intérét par
I’injection des ARNs d’interférence, I’¢lectrolocation des morpholinos des génes d’intérét dans le disque
germinal. Développer I’hybridation in situ sur les différents stades du développement embryonnaire nous
permettrait de localiser les transcrits au niveau des blastomeres et de mieux comprendre leur fonction.
Comme déja mentionné, le poulet est un excellent modele pour étudier la folliculogenése et le
développement embryonnaire avant ’activation du génome grace a i) la hiérarchie folliculaire strict, ii) le
délai trés important entre la fécondation et 1’activation du génome (>24h), iii), le nombre important de
cellules (30000-50000) au moment de 1’activation du génome. Ces particularités permettent de mieux
explorer les différents stades et de suivre la cinétique de disparition et d’apparition des transcrits. Dans
notre étude, nous avons trouvé une évolution différente de I’ARN ribosomal et de I’ARN maternel. A la
différence de I’ARN maternel qui restait intact, une forte dégradation de I’ARN ribosomal a été observée
entre 1’ovulation et 1’activation du génome embryonnaire ce qui suggere 1’arrét ou une forte diminution de
la traduction pendant cette période. Il serait intéressant de rechercher si la machinerie traductionnelle
s’arréte complétement durant cette période ou si la traduction de certaines protéines spécifiques, comme
par exemple CVH, continue (Tsunekawa, et al. 2000). Nous avons étudié une composante unique de
I’expression du génome dans 1I’ovocyte et le jeune embryon : le transcriptome. Une approche protéomique
permettrait de mieux comprendre quelles protéines sont stockées et comment elles sont utilisées durant le
développement embryonnaire. Une comparaison de 1’évolution du protéome et du transcriptome
présenterait un intérét particulier pour avoir une image plus compléte des évenements moléculaires au
cours de ces processus. Une autre approche serait une étude phylogénétique des geénes identifiés dans
notre étude. L’étude intégrant la recherche sur le degré de conservation de la structure de ces génes et de
leur environnement génique, la comparaison de leurs profils expressionnels chez les vertébrés ainsi que la
morphologie des organes ou ces génes exercent leurs fonctions chez les différentes classes de vertébrés
permettrait de tester des hypothéses fortes sur la conservation de leur fonction et leur intérét dans la
fonction étudiée.

Notre travail sur les génes li€s a la fertilité ouvre également de nombreuses perspectives dont la
premicre est 1’étude de I’implication de I’immunité dans la maturation ovocytaire, 1’ovulation et le
développement embryonnaire précoce, domaine qui n’est pas du tout exploré chez la poule et pas
suffisamment exploré chez les autres espéces. Des acteurs moléculaires impliqués dans les réseaux
moléculaires des 5 geénes candidats identifiés durant ces processus ainsi que dans le cas des animaux

fertiles et moins fertiles pourraient &tre identifiés en premiere approche. Du point de vue appliqué ces
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geénes représentent des marqueurs potentiels de fertilité et leur expression devrait étre analysée dans
d’autre cas d’altération de fertilité par exemples les lignées commerciales grandes-parentales.

En conclusion cette étude ouvre beaucoup de voies d’exploration aussi bien pour générer des
connaissances fondamentales tant sur la régulation au niveau moléculaire de la maturation folliculaire,
I’ovulation, fécondation et le développement embryonnaire précoce que sur le plan finalis¢ du

développement des marqueurs de fertilité.

2.3B Etude des mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation gonadique chez
le poulet.

L’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation des gonades chez le
poulet est un autre pdle de recherche que j’ai développé au sein de mon équipe a I’'URA, puis a ’'UMR
PRC de I'INRA de Tours en collaboration essentiellement avec 1’équipe « Différenciation et
déterminisme du sexe » de I’INRA de Jouy-en-Josas et S. Fabre (UMR PRC). J’ai développé cette
thématique en se basant sur mon expérience antérieure que j’ai acquise en travaillant sur la
différenciation du sexe chez les poissons et qui m’a permis de mieux appréhender 1’aspect comparé de ma
recherche. Les particularités de la différenciation gonadique des oiseaux présentent un intérét aussi bien
en recherche fondamentale que finalisée. Une meilleure connaissance des facteurs impliqués dans ce
processus permettrait de décrire des mécanismes conservés chez les vertébrés et ceux spécifiques des
oiseaux. Elle devrait contribuer a terme a une meilleure maitrise des sex-ratios dans les élevages
spécifiques et au développement de nouvelles biotechnologies de conservation des patrimoines génétique
aviaires, présentés dans la partie « projet de recherche » ; ces deux aspects constituent des véritables

enjeux de I’aviculture moderne.

Les particularités de la différenciation et du développement gonadique chez I’oiseau

Parmi les particularités propres aux oiseaux par rapport aux mammiferes, on citera
I’hétérogamétie de la femelle, ’asymétrie de son appareil génital ainsi que la relative plasticité de la
différenciation gonadique envers les stéroides. Cette derniére est intermédiaire entre, d’un coté les
poissons et les reptiles chez lesquels les inversions de sexe phénotypique causées par les facteurs
environnementaux et/ou hormonaux peuvent étre complétement fonctionnelles, et d’un autre coté les
mammifeéres chez lesquels la différenciation gonadique est strictement verrouillée par le contrdle
génétique. Chez les oiseaux « modernes » (ex : Gallus gallus) comme chez les mammiféres et a la
différence des poissons, les chromosomes sexuels sont bien différenciés. SRY qui est un géne du
déterminisme du sexe chez I’homme et chez les mammiféres, n’a pas été trouvé chez I’oiseau. L’étude

fonctionnelle du géne DMRT]1 localisé sur le chromosome Z chez le poulet 1’a positionné comme un
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Figurel0. Les étapes de la différentiation et du développement gonadique chez le poulet. c, cortex ; m,
medula ; cordons testiculaires. Les ébauches gonadique se forme vers jour 2,5 d’incubation (stade 12-14
HH) et colonisées rapidement par les cellules germinales primordiales (CGPs) qui migrent de I’aorte
dorsale dans les crétes génitales (stade 14-17 HH). A 6,5 d’incubation jours les premiers signes de la
différenciation histologique apparaissent : développement du cortex chez la femelle dans la gonade
gauche et de la medula lacunaire et des cordons testiculaires chez le male. Vers 8 jours d’incubation les
CGPs femelle se différencient en ovocytes primaires dans I’ovaire gauche. Vers 13 jours d’incubation les
CGPs femelles de 1’ovaire gauche entament la premiére division méiotique d’une maniére asynchrone et
vers 1’éclosion elles sont bloquées dans la diploténe de la prophase de la premiére division méiotique.
Chez le male les CGPs se différencie en spermatogonies vers 13 jours d’incubation et entre en phase de

repos pour reprendre les divisions mitotiques vers 10 semaines aprés I’éclosion.
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candidat fort du déterminisme du sexe (Smith, et al. 2009). Cependant, I’implication des geénes du
chromosome W dans le déterminisme du sexe chez le poulet reste une hypothese de travail. D’une
maniére similaire aux poissons et aux reptiles et a I’opposé de la souris, les stéroides jouent un rdle
majeur dans la différenciation gonadique des oiseaux. Une cascade moléculaire encore inconnue a ce jour
permet dans les embryons ZW (femelle) 1’activation de 1’enzyme aromatase, qui assure la production des
estrogeénes indispensables a la différenciation ovarienne (Scheib 1983). L’injection des inhibiteurs
d’aromatase dans I’ceuf avant la différenciation sexuelle des gonades induit I’inversion phénotypique du
sexe des femelles génétiques avec le développement des testicules produisant des spermatozoides, mais
qui ne sont pas fécondants (Elbrecht&Smith 1992; Vaillant, et al. 2003). L’injection des estrogénes dans
I’ceuf au méme stade induit une féminisation transitoire des males génétiques (Scheib 1983).
Récemment il a été démontré a I’aide d’un vecteur rétroviral que 1’expression de I’aromatase dans les
gonades des embryons males était suffisante pour réprimer le programme génétique male et activer la
voie femelle et la féminisation de la gonade ZZ. Cependant seulement les zones de la gonade male
exprimant Cypl9A1 étaient féminisées indiquant 1’action locale des estrogénes synthétisés (Lambeth, et
al. 2013). Les estrogénes sont a leur tour des activateurs de nombreux geénes assurant le développement
ovarien ou inhibiteurs des génes de la différenciation testiculaire. En absence du chromosome W dans les
embryons ZZ (maéle), la cascade moléculaire du déterminisme du sexe qui est encore largement méconnue
mais qui implique le géne DMRT1 (Smith et al. 2009) déclenche I’expression de Sox9 et régule
positivement I’expression de I’AMH, geénes majeurs bien conservés de la différenciation testiculaire. La
régulation positive de I’expression de ces deux genes concorde avec le début de la différenciation
histologique du testicule. Dans ce cas, le géne CYP19A1 codant pour I’aromatase reste complétement
éteint. Les génes impliqués dans les cascades moléculaires de la différenciation gonadique sont d’une
maniére générale bien conservés chez les vertébrés, mais leurs cinétiques d’expression et leurs roles
peuvent étre treés différents. L’expression d’une vingtaine d’orthologues des génes mammaliens a été
¢tudiée durant la différenciation chez le poulet avant notre recherche, cependant les mécanismes
moléculaires de cette dernicre restaient et restent largement méconnus. De plus, les profils d’expression
de ces orthologues dans plusieurs cas sont différents de ceux des mammiféres comme par exemple c’est
le cas pour les génes SOX9 et AMH (Oreal, ef al. 1998).

Dans ce contexte 1’objectif de mon travail a visé 1’identification de nouveaux génes impliqués
dans la différenciation gonadique chez le poulet et 1’étude de leurs profils d’expression et leur fonction

pour enrichir notre connaissance du contrdle du sexe.

Identification des génes potentiellement impliqués dans la différenciation gonadique chez le poulet.

FOXL2 est un gene majeure de la différenciation ovarienne chez le poulet (publication 16).

Dans un premier temps, je me suis intéressée au géne FOXL2 dont le réle majeur dans la
différenciation ovarienne chez la chévre a été découvert par E. Pailhoux et al. (Equipe « Déterminisme

et différenciation gonadique » de Jouy-en-Josas) (Pailhoux, et al. 2001). FOXL?2 appartient a la famille
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Figure 11. Expression du FOXL2 durant le développement ovarien. A. Les profils d’expression de
FOXL2 et d’Aromatase au cours de la différenciation ovarienne. B : Western blot avec I’anticorps anti
hFOXL. 1-granulosa, 2-théque, 3-testis, 4-cellules cos7 nontransféctées, 5- cos7 cellules transféctées
avec pSG5-cFOXL2 ORF (open reading frame). C. Immunohistochimie avec 1’anticorps anti-hFOXL2 a
3 stades du développement ovarien : 7et 14 jours d’incubation (J.I), 14 jours post éclosion. m, medulla ;

¢, cortex. Les fléches indiquent le marquage de FOXL2 dans les granulosa des follicules primordiaux.
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des geénes codant pour les facteurs de transcription possédant le domaine forkhead winged helix. Ce géne
a été identifi¢ dans le cadre du syndrome blepharophemosis/ptosis/epicanthus inversus syndrome (BPES)
caractérisé par une malformation ophtalmique (BPES 2) accompagnée dans certains cas d’insuffisance
ovarienne (BPES 1) (Crisponi, et al. 2001). Chez les chévres XX homozygotes pour une mutation de
délétion d’une région du chromosome chi-1q43 causant pooled intersex syndrome (PIS) I’expression de
FOXL2 en avale de cette région est abolie dans les gonades en différenciation et les bourgeons de cornes.
L’abolition de I’expression de FOXL2 est accompagnée par la régulation négative de 1’expression de
CYP19A1 pendant la méme période (Pailhoux, et al. 2002). Un lien entre FOXL2 et I’aromatase a été
établi chez la chevre, chez qui, comme chez le poulet, les estrogénes sont impliqués dans la
différenciation ovarienne. En se basant sur ces travaux, j’ai choisi de cloner et étudier FOXL2 chez le
poulet en tant que géne-candidat fort de 1’activation et de la régulation de 1’expression d’aromatase
durant la différenciation ovarienne chez le poulet. J’ai réalisé ce travail en collaboration avec 1’équipe
«Déterminisme du Sexe et Différenciation Ovarienne Précoce» (DSDOP) de Jouy-en-Josas et J. Coquet
(Inserm, hopital Cochin). Dans le cadre de ce travail, j’ai encadré P. Duprix, 1’étudiant d’IUT, pour un
stage de fin d’étude. Le clonage et le séquengage du géne FOXL2 ont révélé des différences considérables
entre la structure de FOXL2 des mammiféres et du poulet. Ces différences concernaient notamment
I’absence de la queue polyalanine caractéristique du FoxI2 des mammiféres. Ce domaine est souvent
sujet de mutations dans le syndrome génétique BPES qui peut affecter la fonction ovarienne chez
I’humain. Notamment |’expansion de ce domaine est trouvée dans certains cas de BPES 1 et 2. Sur le
plan moléculaire, cette expansion induit la perte de 1’activité de FOXL2 envers les promoteurs des genes
cibles et dont la nature et le dégré sont différents en fonction des cibles (Moumne, et al. 2008).
L’expansion des monopolymeéres d’acides aminés a travers 1’évolution méne a 1’augmentation de la taille
des protéines et est associée avec un gain de fonction (Mortlock, ef al. 2000). Le contenu élevé en alanine
et proline a été associé dans les facteurs de transcription avec les domaines d’activation de transcription
(McDowall, et al. 1999; Mitchell, et al. 1989), mais d’autre part les régions riches en alanine ou avec
répétition d’alanine peuvent avoir 1’activité de répression de transcription (Briata, et al. 1995; Hanna-
Rose&Hansen 1996; Maurer, et al. 2003). Nos résultats sur la concordance des profils d’expression de
FOXL2 et d’aromatase durant la différenciation gonadique chez le poulet et la co-localisation de ces deux
protéines dans les mémes cellules dans les gonades embryonnaires des femelles suggérent le réle possible
de FOXL2 dans I’activation et la régulation de I’aromatase durant ce processus (Fig 11 A, C, D). C’est le
seul géne identifié qui serait activé au méme moment que I’aromatase durant la différenciation ovarienne
chez le poulet d’une fagon complétement différentielle avec le testicule. Nous nous sommes également
intéressés a I’expression du géne FOXL2 durant le développement postnatal et chez 1’adulte. Comme
chez les mammiferes et les poissons FOXL?2 est préférentiellement exprimé au niveau de 1’ovaire dans les
cellules de granulosa. Une différence importante avec les mammiféres et les poissons consiste dans le fait
que 1’aromatase chez la poule est exprimé dans la théque externe et non dans les cellules de granulosa,

tandis que FOXL2 est 7 fois moins exprimé dans la théque, que dans les cellules de granulosa (Fig. 11B).



28

De plus nous avons détecté le pic le plus élevé de I’expression de FOXL2 dans le GDR de I’ovocyte
ovulé (Fig. 6). Cette expression persistait durant le développement embryonnaire a des niveaux similaires
a ceux détectés dans les cellules de granulosa et les GDR des follicules hiérarchiques et disparaissait 24h
apres 1’ovulation avant I’activation du génome embryonnaire. Ces données sur I’expression de FOXL2
dans 1’ovaire posent une question sur le role qu’il peut jouer au niveau de ses différents sites
d’expression (GDR, embryon, théque, granulosa). Il serait trés intéressant d’explorer son rdle durant la
maturation ovocytaire et en particulier au moment de I’ovulation et le développement embryonnaire
précoce et confirmer I’expression ovocytaire de FOXL2 par hybridation in situ et immunohistochimie.
Une hypothése serait que cette expression est due aux cellules de granulosa entourant le GD qui restent en

petits quantité sur 1’ovocyte apres 1’ovulation.

Pour pouvoir explorer la fonction de FOXL2 durant la différenciation ovarienne et la maturation
folliculaire nous avons développé en collaboration avec le laboratoire des Biotechnologies Moléculaires
de I’'Institut d’Epidémiologie de Gamaleya les vecteurs adénoviraux exprimant FOXL2 et EGFP sous un
promoteur inductible. Nous avons également développé une culture organotypique et dissociée des
gonades embryonnaires décrite plus en détails dans les chapitres suivants et la culture des cellules de
granulosa des follicules hiérarchiques. Ce travail a été réalisé dans le cadre du projet RFBR INRA-
RUSSIE ou j’ai encadré plusieurs étudiants russes pour des stages de courte durée (1-2 mois) et une
stagiaire de Master 1 C. Bongibault. En particulier, nous nous sommes intéressés a [’effet de la
surexpression de FOXL2 sur I’expression de 1’aromatase et d’autres geénes impliqués dans la
différenciation gonadique dans les gonades embryonnaires méle et femelle en culture ainsi que sur
I’expression de STAR et d’autres génes codant pour les enzymes de la stéroidogénese dans la culture de
cellules de granulosa. Nous avons mis en évidence la surexpression de FOXL2 dans les gonades
embryonnaires méles et femelles inféctées par le vecteur Adeno-FOX-EGFP ainsi que dans les cellules de
granulosa. La surexpression de FOXL2 avait comme conséquence une tendance a 1’augmentation des
niveaux de CYPI9A41 (aromatase) dans les gonades embryonnaire méiles en culture organotypique et
dissoci¢e et diminuer les niveaux de STAR dans les gonades femelles. La méme tendance avait été
observée sur les cellules de granulosa des follicules F1 et F2, ce qui est en accord avec I’effet de FOXL2
sur la steroidogénése trouvé dans les cellules mammaliens. Cependant ces données demandent a étre
confirmées puisque 1’infection seule avec un vecteur contréle avait une tendance de modifier les niveaux

de CYPI9A1 et de STAR dans les cellules en culture et avoir un effet toxique sur les cellules.

En conclusion, mes travaux sur le géne FOXL2 ont mis en évidence son implication dans la
différenciation et le développement ovarien, la maturation folliculaire et I’ovulation et suggére qu’une de

ses fonction durant la différenciation ovarienne pourrait étre la régulation de 1’expression de CYP19A1.

Identification de nouveaux acteurs impliqués dans la différenciation chez le poulet

(Publication 21).
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La sortie du génome séquencé et d’un grand nombre d’EST du poulet dans les bases de données a

permis d’élargir ma recherche des génes impliqués dans la différenciation gonadique chez le poulet a un
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Figure 12. Classification hiérarchique de profils d'expression de 110 des génes au cours du
developpement gonadique chez I’embryon de poulet.

Chaque ligne représente un géne, et chaque colonne représente un échantillon. Les échantillons en
haut de la classification sont présentés selon le sexe (male et femelles), selon le c6té (gauche ou droite)
et selon le stade du développement. Chaque cellule de la matrice correspond & un niveau d'expression,
avec le bleu pour sousexpression, jaune pour la surexpression, noir pour I'expression génique proche
de la médiane (voir I’échelle de couleurs) et gris pour les valeurs manquantes. Les génes sont groupés
en fonction de leur profil d'expression dans tous les échantillons en utilisant la classification
hiérarchique basé sur le coefficient de corrélation de Pearson matrice de similarité entre les génes, et
l'algorithme de liaison compléte (complet linkage). Les clusters sont indiqués sur le coté droit de
I'image. L'analyse différentielle a été réalisée avec Limma R package. Les geénes étaient considérés
comme exprimés différentiellement si les valeurs de p ajustées selon la méthode de Benjamini et
Hochberg sont inférieures a un seuil fixé a 0,05 pour le contraste testé: A) Analyse de tous les
¢échantillons femelles gauches et de tous les échantillons méles gauches. B) Analyse des échantillons
femelles gauches précoces et des échantillons male gauches précoces. C) Aanalyse des échantillons
femelles gauches tardifs et des échantillons méles gauches tardifs. D) Analyse des échantillons
femelles gauches précoces et tardifs. E) Analyse des échantillons méles gauches précoces et tardifs. F)
Analyse des échantillons femelles gauches et droites. G) Analyse des échantillons femelles gauches et
et droites précoces. H) Analyse des échantillons femelles gauches et droites tardifs. I) Analyse des
échantillons males gauche et droites. J) Analyse des échantillons males gauches et droites précoces. K)
Analyse des échantillons males gauches et droites tardifs. Astérisques rouges indiquent surexpression
dans les gonades femelles, astérisques bleus indiquent surexpression dans les gonades miles, les
astérisques marron indiquent la surexpression dans les échantillons tardifs, les astérisques orange
indiquent la surexpression dans les échantillons précoces, les astérisques en vert foncé indiquent la
surexpression dans les gonades gauche et les astérisques en vert clair indique la surexpression dans les
échantillons droits.
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grand nombre de génes. Au début de cette recherche les outils de recherche sans a priori tels que les
microarrays pangénomiques du poulet ou bien le RNAseq n’existaient pas encore. Pour cette raison, j’ai
choisi de me tourner vers I’approche de génes-candidats. Cent cinquante geénes ont été retenus incluant
différentes familles de génes connus pour étre impliqués dans la reproduction, 1’établissement de
I’asymétrie et dans I’embryogéneése chez les vertébrés : facteurs de transcription, hormones et facteurs de
croissance, récepteurs, enzymes de stéroidogénése, facteurs impliqués dans |’apoptose, jonctions
cellulaires, signalisation. Notre liste de génes recoupe en partie celle retenue pour une recherche analogue
réalisée par mes collégues chez la truite arc-en-ciel et la brebis. En se basant sur les résultats préliminaires
110 génes ont été retenus pour l'analyse de leur cinétique d’expression par PCR en temps réel au cours du
développement gonadique chez I’embryon du poulet. La classification hiérarchique des données de PCR
en temps réel a permis d’identifier des clusters de génes spécifiques au sexe et/ou au stade (précoce ou
tardif) et/ou au co6té gauche ou droit (Fig. 12, 13, 14). L’analyse statistique des données nous a permis
d’identifier les geénes différenticllement exprimés dans différentes comparaisons testées. Une grande
majorité des genes (80,9 %) était différentiellement exprimée au moins dans une des comparaisons (Fig.
12). L’analyse de ces différentes comparaisons et des clusters nous a permis d’identifier les génes qui
pourraient jouer un réle plutét dans la différenciation gonadique précoce ou tardive, ovarienne ou
testiculaire, et les génes qui pourraient étre impliqués dans 1’asymétrie. L’analyse par hybridation in situ
a validé I’expression différentielle pour trois geénes : CLDNI1I, BMP4 et ADAMTSI12, et précisé¢ leurs
localisation dans la gonade. Ici je vais m’arréter sur quelques résultats. Un des résultats intéressants de
cette analyse est I’expression différentielle de plusieurs membres de la famille TGFp entre les deux sexes
avec les bone morphogenetic proteins (BMPs) préférentiellement exprimés dans les gonades des femelles
et les sous-unités d’inhibine et activine a, BA, BB trés préférenticllement exprimés dans les gonades des
males autour du moment critique de la différenciation du sexe. Contrairement aux sous-unités des
inhibines et des activines plusieurs BMPs (BMP3, BMP4 et BMP7, (cluster C3) et BMP2, (clusters C2),
ainsi que le récepteur BMPRIB et SMAD7 (cluster C2) étaient préférentiellement exprimées dans
I’ovaire. Nos données suggerent que le dimorphisme sexuel d’expression des BMPs n’est pas totalement
conservé. Effectivement comme chez le poulet, BMP2 et BMP7 sont préférentiellement exprimés dans
I’ovaire embryonnaire de souris et de la truite respectivement. Chez la souris BMP 7 est
préférentiellement exprimé durant la différenciation testiculaire et 1’expression de BMP4 n’est pas
sexuellement dimorphique durant la différenciation gonadique chez la truite ((Baron, ef al. 2005; Ross, et
al. 2007). Ces BMPs peuvent jouer les réles multiples, notamment elles peuvent étre impliquées dans la
prolifération des cellules germinales, comme c’est le cas durant la différenciation testiculaire chez la
souris ou BMP2 et BMP4 exercent un effet mitogéne sur les cellules germinales (Pellegrini, et al. 2003;
Puglisi, et al. 2004). Les BMPs peuvent également étre impliquées dans la régulation de la stéroidogénése
comme cela a été montré dans les cellules de granulosa chez le poulet et chez les mammifeéres (Elis, ef al.
2007; Knight&Glister 2006). L’inhibine est exprimé chez la souris durant la différenciation testiculaire et

impliqué dans la formation du vaisseau ceelomique. Cependant cette structure n’est pas identifiée chez le
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poulet. D’autre part il a été proposé¢ que ’inhibine et les activines pouvaient réguler la fonction des
cellules interstitielles et stimuler la prolifération des spermatogonies (Moore, ef al. 1994). Chez le poulet
la fonction de ces genes reste a explorer. CFC1 (CRYPTO) qui code pour un co-récepteur de Nodal, un
autre membre de la famille TGBp, est trés préférentiellement exprimé dans le testicule a partir du jour 9,5
d’incubation, donc aprés la différenciation testiculaire. CFC1 dont le role dans 1’établissement de
I’asymétrie et la structuration de I’embryon est bien documenté (Tian&Meng 2006), empéche la
signalisation de 1’activine par la liaison au complexe ACTRIIA/IIB et également sa liaison au récepteur
ACTRIB (Gray, et al. 2003). CFC1 pourrait donc réguler I’activité de 1’activine durant le développement
testiculaire.

Cette analyse a permis d’identifier également des génes complétement nouveaux qui n’ont pas été
étudiés auparavant dans le cadre de la différenciation gonadique comme par exemple ADAMTS12 et
LOC427192 (cluster C1.3) (Fig. 12, 13), tous les deux localisés sur le chromosome sexuel Z et qui sont
trés préférenticllement exprimés dans le testicule a partir des stades précédant sa différenciation
histologique qui a lieu le jour 6.5-7 d’incubation. Ces génes sont particulierement intéressants puisque
leur régulation positive précéde (pour LOC427192) ou coincide (pour ADAMTS12) avec la régulation
positive de SOX9 et AMH qui précede la différenciation histologique du testicule (Oreal et al. 1998).
Cela pourrait suggérer que LOC427192 et ADAMTS12 peuvent réguler SOX9 et AMH et/ou étre régulés
par ces derniers. LOC427192 code pour une Serine/Threonine Kinase NIM-1, membre de la famille des
AMPK-related kinases qui comporte aussi d’autres geénes spécifiques du testicule : SNRK and TSSKs
(Hoshino, et al. 2005; Jaleel, et al. 2005; Porter, et al. 2005). Ce dernier geéne est conservé chez le
chimpanzé, le chien, les bovins, la souris, rat, le poulet, poisson zebre et le vers C.elegans, cependant trés
la fonction de ce gene est trés peu connue; L’expression de NIM-1 a été détectée dans beaucoup de tissus
chez le rat, mais les niveaux élevés d’activité de NIM1 ont été détecté uniquement dans le cerveau et le
testicule. ADAMTS12 (desintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type 1 motifs) est
particulierement intéressant puisqu’ en plus de son réle dans le remodelage de la matrice extracellulaire il
est connu pour étre inhibiteur de I’expression du SOX9 dans les chondrocytes in vitro (Bai, et al. 2009)
Ce géne est exprimé dans les cordons testiculaires au moment de la différenciation morphologique du
testicule chez le poulet , comme nous ’avons montré par hybridation in situ, et pourrait étre unrégulateur
de I’expression du géne SOX9. L’étude plus approfondie de ces génes et des voies moléculaires dans
lesquelles ils pourraient étre impliqués durant la différenciation testiculaire chez le poulet et par approche
comparée fait partie de mon projet de recherche. Nous avons également mis en évidence I’expression
conservée du CLDNII trés spécifique du testicule durant le développement. Nous avons montré par
hybridation in situ que chez le poulet CLDNI1 était spécifiquement exprimé dans les cellules de Sertoli
durant la différenciation comme chez la souris (Hellani, et al. 2000). CLDNI11 est essentiel pour la
formation des jonctions serrées et pour I'intégrité de la barriére hémato-testiculaire. L’absence de

CLDN11 améne a la stérilité masculine (Mazaud-Guittot, et al. 2010).
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Figure 13. Exemple des profils d’expression représentatifs des clusters de génes présentés sur la Fig.12
Les profils des gonades femelles sont présentés par les carrés noir et lignes noires. Les profils des des

gonades males sont présentés par les carrés transparents et les lignes pointillées.
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L’analyse de I’expression des trois génes : BMP4, CLDN 11 et ADAMTS 12 par hybridation in situ. J.1.,
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Ce travail nous a également permis d’identifier plusieurs génes dont I’expression était asymétrique entre
la gonade gauche et la gonade droite chez les femelles comme chez les males ce qui refléte I’asymétrie
innée des gonades chez I’oiseau. L’asymétrie au niveau moléculaire est établie trés tot durant la mise en
place des gonades bien avant la différenciation morphologique. Ce phénoméne est associé a 1’expression
asymétrique du géne PITX2 qui débute au stade 20 (jour 3 d’incubation) dans les ébauches gonadiques
male et femelle uniquement du c6té gauche (Guioli&Lovell-Badge 2007). Cette asymétrie est révélée sur
le plan morphologique sous 1’action des estrogenes chez les femelles, chez qui I’absence d’expression de
ERa dans le cortex de la gonade droite suite a ’absence de 1’expression de PITX2 amene a la régression
de la gonade (Ishimaru, et al. 2008). Chez les males en absence des estrogénes cette asymétrie reste
silencieuse et se révele uniquement lors des traitements des embryons avant 6 jours d’incubation par les
estrogénes qui induisent la féminisation de la gonade gauche et la régression de la gonade droite. Nous
avons trouvé plusieurs génes préférenticllement exprimés dans 1’ovaire gauche (IGF1, CGNRH-R,
BMP3, PITX2 and GAL) et dans le testicule gauche (NR5A2, PAXS5, DDX4, IGF1, GNRH1, BMP3 and
PITX?2) (Fig.14). Les génes préférentiellement exprimés dans I’ovaire gauche peuvent jouer un réle dans
le développement du cortex, qui n’est maintenu que du codté gauche. La présence des geénes
différenticllement exprimés entre la gonade gauche et la droite chez les males refléte probablement le
programme asymétrique initial présent chez les deux sexes. Au contraire, I’expression d’autres genes,
(NR5A2, NROBI, CYP11A1, EMB, FST, GREM1 and PAX2) augmentait a partir du jour 8 d’incubation
dans I’ovaire droit et trés probablement en lien avec la dysgénésie de 1’ovaire droit (Fig.14).

Ce travail a donc enrichi notre connaissance du programme génétique de la différenciation
gonadique chez le poulet. Il révele également des similitudes avec d’autres vertébrés et met en évidence
les spécificités aviaires (ex. expression asymétrique de plusieurs geénes, forte expression des génes liés a
la stéroidogénése dans les gonades femelles). Cette étude a fourni des nouveaux genes candidats
potentiellement impliqués dans la différenciation gonadique chez le poulet et dont les fonctions précises
dans ce processus ainsi que leur conservation restent a explorer.

Ce travail a en grande partie été réalisé dans le cadre de thése de G. Carré que j’ai encadrée.

Etude de la fonction des génes durant la différenciation gonadique chez le poulet, exemple de BMP4
et FSH (publication 39, 40, 42 et en préparation pour soumission).

Ce travail a été également réalisé dans le cadre de la thése de G. Carré Le travail préliminaire sur
la mise en place de la culture organotypique était 1’objet des stages de deux étudiantes de M1 : C. Gallet
et M. Provost.

L’embryon précoce du poulet est un modele privilégié pour étudier la fonction des genes
impliqués dans le développement précoce et il est également un modéle pour comprendre certains
mécanismes de cancérogénése, notamment la transition mésenchyme-épithélium (Kain, et al. 2014). A
ces fins les principales méthodes développées nécessitent 1’utilisation de transgéne pour moduler

I’expression de genes d’intérét dans les cultures d’embryons in vitro. Un transgéne peut étre introduit
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dans la partie cible de I’embryon par 1’électroporation in ovo et ex ovo des plasmides contenant le
transgéne ou l’infection par les vecteurs adenoviraux permettant [’expression transitoire du transgeéne
(Sauka-Spengler&Barembaum 2008). Cependant, ces méthodes ne conviennent pas pour 1’étude de la
fonction des génes dont I’expression débute aux stades plus tardifs, comme c’est le cas des genes
impliqués dans la différenciation sexuelle de la gonade. Dans ces derniéres, années 1’approche rétrovirale
a ¢été développée pour I’étude de la fonction des génes durant la différenciation (Ayers, et al. 2013;
Lambeth, ef al. 2014). Bien qu’a I’heure actuelle ce soit I’approche la plus efficace, elle est lourde a
mettre en place et ne permettait pas jusqu’a récemment 1’étude de la misexpression du géne
spécifiquement dans les gonades a cause de 1’absence des promoteurs spécifiques des gonades
développés. Nous avons choisi de développer la culture organotypique des gonades de I’embryon du
poulet comme modéle pour explorer le role des génes durant la différenciation gonadique chez le poulet.
Elle est largement utilisée pour étudier le développement des gonades feetales chez la souris et le rat
(Livera, et al. 2006) ; c’est également un modele unique utilisé pour acquérir les connaissances sur le
développement des gonades foetales humaines (Le Bouffant, ef al. 2010). La culture organotypique des
gonades embryonnaires a été utilisée en tant que complexe gonad-mesonephros pour étudier le role de
FGF9 (Schmahl, et al. 2004) et PDGF (Smith, et al. 2005) dans le mécanisme de la migration cellulaire
durant la différenciation gonadique chez la souris et dans le dernier cas aussi chez le poulet. Cependant
cet outil a été trés peu exploité dans I’étude de la régulation de la différenciation gonadique chez le
poulet. Comme décrit ci-dessus nous avons essayé d’utiliser cette culture pour étudier le role du facteur
de transcription FOXL2 a I’aide d’un vecteur adenoviral. Cependant elle est particuliérement intéressante
pour étudier les effets des hormones et des facteurs de croissance. Les gonades embryonnaires de poulet
peuvent survivre en culture jusqu’a 10-12 jours sans mesonephros et montrent le développement similaire
a celui in vivo (Jordanov&Angelova 1984). Nous avons développé une culture organotypique des gonades
embryonnaires sans mesonephros sur des inserts dans un milieu principalement décrit par
(Jordanov&Angelova 1984) qui ne contenait ni sérum ni facteurs de croissance. Les gonades du poulet
dans ces conditions gardent une bonne capacité de différenciation in vitro, ce qui est confirmé par
I’expression des marqueurs testiculaires ou ovariens selon le sexe génétique de la gonade et par leur
bonne capacité de production des stéroides (Fig. 16). Suite a nos précédants travaux nous avons voulu
explorer le role que pourraient avoir les BMPs préférentiellement exprimées dans 1’ovaire et les activines
préférentiellement exprimés dans le testicule durant la différenciation. En premicre approche nous avons
choisi BMP4 comme molécule mode¢le, puisque ses effets sur la fonction gonadique sont bien décrits.
Cependant son rdle durant la différenciation gonadique chez le poulet est méconnu. Des études
antérieures ont montré ses effets sur la stéroidogénése ovarienne et la prolifération cellulaire ainsi que son
effet mitogéne sur les cellules germinales. L’implication des BMPs comprenant la BMP4 dans la
régulation de la stéroidognese basale et induite par la FSH dans les cellules de granulosa a été décrite

chez les mammiferes et chez la poule adulte (Elis et al. 2007; Knight&Glister 2006). La stéroidogénese
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étant cruciale pour la différenciation ovarienne chez le poulet, nous avons émis 1’hypothése que ces
BMPs pourraient entre autre réguler la stéroidogénése durant ce processus. Parmi les facteurs connus pour
étre impliqués dans la régulation de la stéroidogenése au cours de la différenciation des gonades chez le
poulet, les gonadotropines FSH et LH stimulent la production de T4 (la testostérone) et d’E2 (estradiol)
(Gomez, et al. 2001; Mendez-Herrera, ef al. 1998; Pedernera, et al. 1999; Teng, et al. 1982; Velazquez, et
al. 1997). La sous-unité  de la FSH a été détectée au jour 4,5 dans 1'adénohypophyse de 1'embryon de
poulet (Woods, et al. 1985) et la protéine a été mesurée dans le plasma au jour § avec une valeur
maximale au jour 10 (Rombauts, et al. 1993). Ces données suggerent la possibilité de régulation du
développement gonadique chez I’embryon par la FSH. En outre, le récepteur de I'hormone folliculo-
stimulante (FSHR) est exprimé dans les gonades embryonnaires de poulet de 4 jours, attestant de leur
possible sensibilité a la stimulation par la FSH (Akazome, et al 2002). En utilisant la culture
organotypique des gonades et la BMP4 recombinante humaine (thBMP4), nous avons étudié les effets de
la BMP4 sur la stéroidogénése et 1’expression des geénes impliqués dans sa régulation dans les gonades
males et femelles en culture en présence ou en absence de FSH. Nous avons choisi de réaliser notre étude
sur les gonades mises en culture a deux stades différents du développement : 7 jours d’incubation et 9
jours d’incubation. Le premier stade correspond a la différenciation histologique des gonades. A ce stade
I’expression de la BMP4 n’est pas significativement différente entre les gonades males et gonades
femelles (Fig. 17). Le deuxiéme stade est caractérisé par le début de I’expression sexuellement
dimorphique de BMP4 dans les gonades. Nous avons réalisé les cultures de 96h des gonades sur les
inserts avec un changement de milieu 48h apres la mise en culture et nous avons mesuré les niveaux de
E2, T4, et P4 (progestérone) dans les milieux a 48 et 96 h et ’expression de génes dans les gonades apres
96h de cultures (Fig. 18). Cette étude a tout d’abord apporté de nouvelles connaissances sur I’action
possible de la FSH durant la différenciation des gonades du poulet. En plus de son effet positif sur la
production de E2 et de T4 dans les ovaires embryonnaires et de T4 dans le testicule embryonnaire la FSH
augmentait fortement leur production de la progestérone, ce qui nous amene a une hypotheése d’un
possible rdle au niveau de la gonade embryonnaire (en plus de sa fonction d’étre précurseur
d’androstendione). Nous avons montré dans 1’étude précédente (Carre, et al. 2011) que les ovaires et les
testicules embryonnaires exprimaient le récepteur a la progestérone (PR) suggérant son action paracrine.
Chez le rat la formation des follicules débute au cours du développement postnatal, ce qui est également
le cas chez le poulet, et son développement ovarien est caractérisé comme chez le poulet par la sécrétion
importante de P4 (Kezele&Skinner 2003). La supplémentation de la culture d’ovaires de rat prélevés a la
naissance par P4 prévient la formation des follicules primaires. Cela conduit a une hypothése que chez le
poulet comme chez le rat la progestérone pourrait empécher le démarrage de la folliculogénése durant la
vie embryonnaire. La sensibilité des gonades males et femelles augmente avec 1’age des gonades mises
en culture, ce qui est suggéré par I’expression plus importante de FSHR dans les cultures des gonades
prélevées a jour 9 d’incubation chez la femelle et par la réponse plus importante a la stimulation par la

FSH des gonades de jour 9 d’incubation en culture que de celles de jour 7 d’incubation en terme de
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production de stéroides. La sensibilité des testicules en culture étaient également beaucoup plus faible
que celle des ovaires, comme le témoignent les niveaux beaucoup plus bas des stéroides produits par les
premiers en réponse & oFSH (FSH ovine) et les niveaux des transcrits de FSHR presque indétectables
dans les gonades males en culture ce qui est en cohérence avec le dimorphisme sexuel connu de
I’expression de FSHR durant la différenciation gonadique chez le poulet (Akazome et al. 2002; Carre et
al. 2011). En cohérence avec son effet positif sur la production des stéroides, la FSH stimulait
I’expression des geénes codant pour les enzymes de la stéroidogénése STAR, CYP11A1, HSD3BI,
CYP17A41 dans les testicules et les ovaires (Fig. 19A) avec les réponses en terme des niveaux
d’expression toujours plus faibles et moins marqués chez les males que chez les femelles. Par contre
oFSH n’avait pas d’effet sur ’expression de FSHR ni sur les régulateurs connus de la stéroidogénese
SFlet FOXL2.

Comme mentionné ci-dessus ’AMH est préférentiellement et SOX9 est exclusivement exprimé
dans les testicules durant la différenciation. Le résultat intéressant de cette étude est 1’effet inhibiteur de la
oFSH sur I’expression de I’AMH dans la culture des testicules et des ovaires de 9 jours d’incubation, et
de SOX9 dans la culture des testicules de 9 jours d’incubation. Dans les testicules adultes chez les
mammiféres, au contraire la FSH stimule 1’expression et la sécrétion d'AMH corrélée a une augmentation
de la prolifération des cellules de Sertoli et a une régulation positive de l'activité transcriptionnelle du
promoteur de I'AMH (Al-Attar, ef al. 1997; Lukas-Croisier, et al. 2003; Young, ef al. 2003). En outre, la
diminution de 'AMH sérique observée au cours du développement feetal chez les souris coincide avec
I'augmentation de la concentration de T4 intratesticulaire suggérant une régulation négative de ' AMH par
les androgenes (Rey, ef al. 1993). De plus, des souris impubéres Tfm, qui sont insensibles aux androgeénes
en raison d'une mutation dans le récepteur des androgénes (AR), présentent une expression d'AMH
induite par la FSH plus élevée que le contrdle ce qui confirme l'implication des androgenes dans la
régulation négative de I'AMH (Al-Attar et al. 1997). Ainsi, dans notre mode¢le, la régulation négative de
I'AMH par la FSH pourrait étre la conséquence de l'augmentation de la sécrétion de T4 par cette
gonadotrophine. Cette hypothése pourrait étre envisagée puisque les ovaires et les testicules
embryonnaires de poulet expriment les récepteurs aux androgénes (AR) (Carre et al. 2011; Katoh, et al.
2006). Toutefois, le niveau d'expression d’ AR est inférieur dans les testicules embryonnaires par rapport a
celui dans les ovaires embryonnaires ce qui pourrait conduire a la plus faible sensibilité aux androgénes
des testicules permettant une expression plus élevée de I’AMH dans les testicules par rapport aux ovaires.
D’une manicre similaire a la régulation négative de l'expression de ’AMH, oFSH diminuait 1’expression
de SOX9 dans les testicules embryonnaires. Cependant, si chez les mammiféres SOX9 est un régulateur
bien connu de I'AMH (Arango, et al. 1999; De Santa Barbara, et al. 1998), cette relation n'a pas été
prouvé chez le poulet, bien que le promoteur de I'AMH de poulet contienne 1’¢lément de réponse SOX
(Eusebe, ef al. 1996; Oreal et al. 1998; Takada, et al. 2005). Ainsi, la régulation négative de I'AMH par la
FSH peut étre due aussi a I’inhibition de I'expression de SOX9. L’inhibition de SOX9 ne peut pas étre

démontrée dans les ovaires embryonnaires du poulets vu les niveaux extrémement bas de SOX9 qu’ils
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des données d’au moins six expériences indépendantes
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expriment. Ainsi dans les ovaires la FSH pourrait étre un facteur qui contribue au maintien des niveaux
bas de ’AMH durant le développement ovarien empéchant 1’expression du programme male dans les
ovaires. La FSH ainsi pourrait étre le facteur antitesticulaire. Quant a la BMP4, nous avons montré que la
rthBMP4 avait un effet global inhibiteur sur la stéroidogénése basale et induite par la FSH dans I’ovaire
et dans le testicule. En particulier hBMP4 diminuait 1) la production de P4 basale et induite par la FSH
dans la culture de testicules des jours 7 et 9 d’incubation et la production de P4 induite par la FSH dans la
culture des ovaires de 9 jours d’incubation, ii) la production de T4 dans la culture de testicules de 9 jours
d’incubation, iii) la production de E2 basale et induite par la FSH. Nous avons montré que cet effet de
rhBMP4 passait par I’inhibition de la transcription des enzymes de la stéroidogénése (Fig. 19A) L’ effet
inhibiteur des BMP (BMP4, BMP6 et BMP15) sur la production de P4 stimulée par la FSH a été décrit
dans les cellules de la granulosa des mammiféres et de la poule (Elis et al. 2007; Otsuka, et al. 2001a;
Otsuka, et al. 2001b; Pierre, et al. 2004). L'inhibition de la sécrétion de T4 passant par l'inhibition de
I'expression de CYPI7A41 décrit ici est similaire a l'effet inhibiteur connu des BMP4, 6 et 7 sur la
production des androgénes, basale et induite par LH par la culture des cellules de la théque bovine
(Glister, et al. 2004) et dans le modéle de culture des cellules tumorales ovariennes humaines (Dooley, et
al. 2000). Nous avons décrit pour la premiére fois I’effet inhibiteur de thBMP4 sur la production des
estrogeénes et sur I’expression du transcrit et de la protéine de CYP19A1 (aromatase), impliquée dans leur
syntheése (Fig. 19 A,B). La BMP4 exercait cet effet seule ou en présence de FSH et sur la culture des
gonades de 7 et de 9 jours d’incubation. En effet, dans les cellules de la granulosa de mammiferes, les
BMPs soit n'ont aucun effet sur la production d’E2 dans les cellules de granulosa, comme c’est le cas
chez le rat, soit sont des stimulateurs de la production d’E2 dans les cellules de granulosa, comme c’est le
cas chez les ruminants (Glister et al. 2004; Souza, et al. 2002). L’effet inhibiteur de BMP4 sur la
production d’E2 que nous avons trouvé dans la culture des ovaires embryonnaires du poulet pourrait étre
nécessaire pour maintenir E2 a un niveau physiologique et éviter ainsi sa possible action toxique sur le
développement de 1’ovaire et de I’oviducte, puisque 1’ovaire embryonnaire du poulet a naturellement une
activité stéroidogene forte et produit une grande quantité d’ E2. En effet, plusieurs études ont montré que
l'exposition in ovo d’embryons de caille a des cestrogénes de synthése raccourcit d’une maniére dose-
dépendent l'oviducte gauche et induit un développement anormal de I’oviducte droit et de 1'utérus
accompagné d'un amincissement ou de I’absence de la coquille (Berg, ef al. 2001; Kamata, et al. 2006).
L'effet limitant de la BMP4 sur la production des estrogénes pourrait également étre impliqué dans un
switch des cellules germinales primordiales de la prolifération vers l'initiation de la méiose. Le traitement
simultané des embryons de poulet de jour 13,5 d’incubation avec oFSH et I’inhibiteur de l'aromatase, qui
bloquent la synthése des oestrogénes stimulée par la FSH, inhibe la mitose et accélére la méiose (He, et

al. 2013).
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Figure 21. Analyse par RT-QPCR de I’expression des marqueurs ovariens CYP1941 et FOXL2 dans
les testicules embryonnaires mis en culture a 7 ou 9 jour d’incubation (J.1.) et cultivés pendant 96h en
présence ou non de doses croissantes d’EE2. Les réplicats biologiques (m) proviennent de 6
expériences indépendantes pour le stade J.I. 7 et de 3 expériences indépendantes pour le stade J.I. 9.
Chaque réplicat représente un pool de 3 gonades cultivées sur le méme insert. Une analyse statistique
ANOVA a été réalisée a 1’aide du logiciel StatView. Les étoiles représentent les différences
significatives observées par rapport au contréle (c) : *- p<0,05, **-p<0,01, ***-p<0,001.
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Cultures organotypiques des gonades embryonnaires du poulet et perturbateurs endocriniens
(publication 44, 45) .

L’oiseau est un modéele particulierement adapté a des études de repro-toxicité environnementale
ou agricole (puisque les oiseaux sont en contact direct avec les produits phytosanitaires a 1’état sauvage
(traitement des semences et des céréales,...) ou dans les productions avicoles (traitement des céréales
pendant leur stockage par des pesticides, traitement des batiments avicoles avec des retardateurs de
flamme,...). Comme décrit ci-dessus les gonades embryonnaires sont caractérisées par une grande
sensibilité¢ envers les estrogenes au moment de leur différenciation. Il est méme possible d’obtenir les
inversions du sexe phénotypique en administrant les estrogénes dans les ceufs contenant les embryons ZZ
ou les inhibiteurs d’aromatase qui bloquent la synthése des estrogénes dans les ceufs contenant les
embryons ZW [8]. Le développement de la culture organotypique des gonades pour tester les faibles
doses des perturbateurs endocriniens ayant une activité estrogénique (Ethinylestradiol (EE2) et le
phthalate de mono-(2-ethylhexyle) (MEHP)) étaient I’objet de notre travail dans le cadre du projet
« Specific Tools and Methods for Reprotoxicity » (STORM) financé par INERIS. Nous avons montré
I’action trés marquée des faible doses (a partir de 300 ng/L) d’EE2 sur I’activation d’expression de deux
genes ovariens majeurs CYP19A41 et FOXL2 dans les testicules embryonnaires du poulet mis en culture au
moment de la différenciation sexuelle (Jour 7 d’incubation) et au stade bien différenci¢ (Jour 9
d’incubation) apres 96h de culture (Fig. 21) . A la fin des années 90, des analyses a la surface des riviéres
en Europe ou en sortie de stations d’épuration ont montré que la concentration de EE2 était comprise
entre 0,5 a 7 ng/l (Desbrow et al. 1998; Larsson et al. 1999; Ternes et al. 1999) avec des pics pouvant
atteindre 50 ng/l (Ahern & Briggs 1989 ; Leroy et al., 2006). Bien que les doses utilisées de E2 dans nos
cultures sont de 6 a 1000 fois supérieures aux niveaux trouvés dans les milieux, elles restent trés proches

des systemes de culture de gonades développés chez les poissons considérés comme trés sensibles.

PERSPECTIVES

Depuis 2007, mon équipe est désormais rattachée a ’'UMR PRC et ces dernieéres années ses
travaux qui étaient initialement développés uniquement sur les espéces aviaires (la qualité des gamétes et
développement embryonnaire) ont progressivement évolué vers la 1’étude du développement gonadique
(embryonnaire et postnatal) et postgonadique en utilisant trois principaux modéles animaux (poulet,
souris, cheval) avec les applications sur plusieurs races et espéces (ex. dindon, oie, ane). L’étude des
facteurs gonadiques et postgonadiques impliqués dans le développement des cellules germinales en
gametes fonctionnels capable de féconder (spermatozoides) ou d’étre fécondés (ovules) et de donner un
organisme viable est au cceur de nos travaux. Dans ce contexte, nos recherches visent 1) a acquérir une
meilleure connaissance des mécanismes moléculaires et physiologiques impliqués dans ’acquisition et
le maintien de la capacité procréatrice des cellules germinales a différentes étapes du développement
gonadique et post-gonadique, 2) a développer de nouvelles biotechnologies pour la gestion des ressources

génétiques des animaux d’élevage et a optimiser les performances de leur reproduction. Effectivement
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mon équipe est de plus en plus impliquée dans la recherche liée a la gestion de la biodiversité et au
développement de nouvelles biotechnologies dans ce domaine notamment a travers les projets ANR
(ANR International CRYOBIRDS), Infrastructure (CRB ANIM)), Région Centre (VALBIODI) déja
obtenus et du projet Européen IMAGE en cours de préparation et ANR international « GermDuck » en
cours de soumission. Une meilleure gestion de la diversité génétique chez les animaux domestiques est un
enjeu important pour la production durable de protéines destinées a 1’alimentation humaine et pour la
gestion de la biodiversité. Durant les dernieéres décennies, une diminution de la variabilité génétique liée a
la restructuration rurale et les besoins commerciaux a été observée dans plusieurs espéces dont les especes
avicoles (Muir, et al. 2008) . Cette variabilité reste en partie présente dans les races anciennes ou locales
a petits effectifs exposées a la consanguinité et aux risques sanitaires et donc menacées de disparition (ex.
influenza aviaire). Le développement de nouvelles biotechnologies de la reproduction pour la gestion des
ressources génétiques doit permettre de conduire a un autre niveau la maitrise de la reproduction chez
les animaux domestiques et d’assurer la sauvegarde du patrimoine génétique des races ou génes en danger
de disparition. Comprendre les facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux impactant la
qualité des cellules a potentiel germinal destinées a é&tre préservées comme réservoir de diversité
génétique animale et proposer de nouvelles méthodes de conservation et d’utilisation de ces cellules
constituent des enjeux de sécurité alimentaire. Chez les espéces aviaires une voie commune de
préservation de ressources génétiques est la cryoprésérvation de la semence. Cependant si cette
technologie est développée avec succés chez le poulet, elle demande de considérables adaptations chez
chaque nouvelle espéce, et chez certaines especes elle est difficile a développer (ex. caille). De plus
comme le sexe hétérogamétique chez 1’oiseau est la femelle le patrimoine du chromosome W n’est pas
conservé dans ces conditions. D’autres voies de conservation envisageables sont : la cryopréservation du
tissus ovarien, celle des cellules germinales primordiales (CGPs), ou de cellules somatiques en vue de
reprogrammation en CGP via un passage par des cellules souches pluripotentes induites (iPS). Ces trois
voies sont loin d’étre suffisamment avancées pour étre utilisées dans les biotechnologies de reproduction
ou de gestion de la biodiversité et représentent a I’heure actuelle un objet de recherche. Si la
cryopréservation et le transfert de tissu ovarien étaient bien maitrisés, cette voie pourrait étre assez
efficace puisque une greffe bien développée peut produire beaucoup d’ceufs et donc donner beaucoup de
descendants issus de I’animal donneur. Cependant un seul laboratoire, aujourd’hui fermé, a réussi
jusqu’a présent a obtenir une descendance a partir de cette voie et a développer le programme de
cryobanking des gonades aviaires au Canada pour des races aviaires a petits effectifs (Silversides, et al.
2013). Les iPS obtenus par exemple a partir des cellules sanguines ou des fibroblastes de la peau
cryopréservés pourraient étre une voie prometteuse de restauration des patrimoines génétiques aviaires en
théorie, mais la recherche sur les iPS aviaires est en retard par rapport a celle chez la souris et chez
I’humain. Les iPS ont été obtenus récemment chez la caille et chez le poulet et des embryons chimériques
ont été¢ générés apres leur transfert dans 1’embryon receveur au stade blastoderme (Lu, et al. 2014; Lu, et

al. 2012; Yu, et al. 2014), mais la production des gameétes fonctionnels apres leur transfert dans les
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embryons receveurs n’a jamais été démontrée. Le transfert des CGPs aviaires aprés multiplication en
culture et cryopréservation présente a [’heure actuelle I’alternative la plus aboutie de conservation et de
restauration des ressources génétiques aviaires. L’établissement de cultures permanentes de ces cellules
(van de Lavoir, et al. 2006a) a facilit¢ considérablement la manipulation des CGPs, a permis de les
cryopréserver et d’améliorer le pourcentage de chiméres germinales et de transmission a la descendance
des génomes de ces cellules aprés leur transfert intra- ou inter- espéce (Nakamura, et al. 2013a).
L’amplification de CGPs en culture a également permis d’étudier les mécanismes moléculaires et les
facteurs impliqués dans le maintien de leur compétence germinale. Cependant le pourcentage de
transmission des CGPs a la descendance varie beaucoup (0,1-69 %) et reste bas dans la plupart des cas
(Nakamura et al. 2013a). L’obtention des cultures de CGPs a partir des embryons femelles a été décrit par
un seul laboratoire et leur compétence germinale disparait avec le temps dans les cultures, beaucoup plus
rapidement que celle des CGPs issus des embryons males (Song, et al. 2014; van de Lavoir et al. 2006a).
Malgré les progrés considérables réalisés ces derniéres années dans la manipulation, la maitrise des
cultures, la cryopréservation des CGP, leur transmission apres transfert dans I’organisme receveur reste
insatisfaisante. De plus les cultures des CGPs femelles ne sont pas maitrisées et les facteurs moléculaires
impliqués dans les spécificités sexuelles du comportement des CGPs dans les cultures et aprés le transfert
sont méconnus. Au sein des projets liés a la conservation des ressources génétiques aviaires dans lesquels
mon équipe est impliquée, ces trois voies alternatives de conservation des cellules a potentiel germinal
brievement présentées ci-dessus sont explorées par différentes équipes participant. Dans ce contexte, en
me basant sur mon expérience et mes connaissances dans le domaine de la différenciation gonadique et
du développement embryonnaire précoce chez 1’oiseau, j’oriente progressivement ma recherche vers les
cellules germinales primordiales aviaires et leurs interactions avec les cellules somatiques de la gonade
embryonnaire en différenciation avec comme objectifs : i) acquérir une meilleure connaissance des
mécanismes moléculaires impliqués dans la mise en place et le maintien de leurs propriétés germinales,
i) optimiser les différentes étapes de manipulation de CGPs males et femelles conduisant a I’obtention
des chiméres germinales et a la transmission efficace de ces cellules dans leur état non altéré a la
descendance. Le développement in vitro des CGPs dans les gonades dépend du dialogue qui s’établit
entre ces cellules et les cellules somatiques de la gonade. Une connaissance approfondie de la
différenciation et du fonctionnement des gonades embryonnaires est donc nécessaire pour bien connaitre
les facteurs génétiques et épigénétiques qui contrdlent les différentes étapes du développement des CPGs
males et femelle. Cette connaissance permettra aussi de créer les conditions optimales et bien définies du
maintien et de la prolifération de ces cellules in vitro et aprés leur transfert dans 1’embryon receveur in
vivo. Dans ce contexte une partic de mon projet implique également 1’exploration de la fonction et de
I’évolution des geénes impliqués dans la différenciation sexuelle de la gonade du poulet identifiés dans
mes études précédentes et également 1’identification de nouveaux acteurs de ce processus. Dans les pages

suivantes je vais aborder plus en détails ces différentes parties de mon projet.
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Les Cellules Germinales Primordiale Aviaires

Introduction

Le développement des CGPs aviaires a été principalement étudié chez deux oiseaux-modeles : le
poulet et la caille. La spécification des CGPs aviaires bien qu’elle implique certains mécanismes
conservés, semble étre trés différente de celle décrite chez les mammiféres. Les CGPs aviaires sont de
plus beaucoup moins bien étudiées que celles de la souris. Elles peuvent étre identifiées par leur taille
importante comparée aux cellules somatique et par les colorations histochimiques par les acides
périodiques de Shiff (PAS) (Fujimoto, et al. 1976; Meyer 1960), et immunohistochimiques par la
détection d’antigénes de surface, en particulier stage-specific embryonic antigen-1 (SSEA1) (Karagenc, et
al. 1996). Cependant ces marqueurs ne sont pas assez spécifiques pour étudier le développement in vivo
et leur survie en culture (Pain, et al. 1996). Le développement des PGCs a pu étre véritablement étudié
apres ’identification du géne DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 4 (DDX4) ou chicken vasa
homolog (CVH), et le développement de I’anticorps contre CVH (Tsunekawa et al. 2000). DDX4 ou
VASA est une hélicase d’ARN trés conservé dans 1’évolution, depuis les invertébrés jusqu’a I’homme.
Elle est spécifique des cellules germinales et essentielle pour leur développement (Lasko 2013). Deux
modéles différents ont été décrits pour le développement des cellules germinales dans le régne animal
(Extavour&Akam 2003). Selon le premier mode¢le, décrit chez la drosophile, le ver Caenorhabditis
elegans et le xenope (Xenopus), la spécification des cellules germinales est médiée par la région
spécifique visuellement distincte du cytoplasme de I’ovocyte qui contient les facteurs maternels comme
VASA. C’est un modele de préformation. Selon le deuxieme modele, dit « inductif » utilisé chez les
mammiferes, la ségrégation de la lignée germinale n’est pas liée avec une spécification d’une région du
cytoplasme maternel, mais les cellules germinales apparaissent en tant que cellules germinales
primordiales en dehors des lignées somatiques durant le développement précoce sous I’influence des
signaux extraembryonnaires (West&Daley 2004). Il a longtemps été admis que la lignée germinale du
poulet se spécifiait selon le modele inductif de 1’épiblaste au stade X (Swift 1914). Le tracage des
origines de la lignée germinale a 1’aide de I’anticorps contre chicken vasa homolog (CVH) (Tsunekawa
et al. 2000) a changé la vision de cette spécification. L’observation de CVH en immunohistochimie au
cours du développement précoce suggeére que chez le poulet les cellules germinales pourraient se
développer selon le premier modéle (Tsunekawa et al. 2000). Chez le poulet la protéine CVH est
présente dans une région spécifique du cytoplasme de I’ovocyte mature formant une structure globulaire
et qui est colocalisée avec le nuage mitochondrial comme chez le xenope. Au cours des divisions du
zygote, la protéine CVH est toujours détectée dans quelques cellules, qui peuvent étre considérées comme
progéniteurs des cellules germinales. Au stade blastoderme (stade X (Eyal-Giladi&Kochav 1976))
I’embryon est a 24h aprés fécondation et correspond a I’ceuf pondu. Il compte ~30 cellules positives
pour CVH qui sont également positives aux antigénes SSEA-1 et EMA-1 aprés la dispersion des cellules

du blastoderme en culture, et sont considérées a partir de ce stade comme CGPs. Au stade 4 HH
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(Hamburger&Hamilton 1951) les cellules CGPs présumées forment une structure extraembryonnaire
croissant germinal autour de I’extrémité antérieure de la ligne primitive. Avec la formation du réseau
sanguin et de 1’aorte dorsale les CGPs rentrent dans la circulation sanguine et circulent entre les stades
14-17 HH (18-19h d’incubation) avant de migrer dans les gonades (52-64 h d’incubation). A ce stade on
compte ~200 CGPs. Apreés la migration dans les gonades elles deviennent les CGPs gonadiques
(gonocytes) ; elle se multiplient et se différencient en spermatogonies (stade 39, jour13 d’incubation) chez
les males génétiques et ne reprennent les divisions que 10 semaines apres 1’éclosion. Chez les femelle les
CGPs gonadiques se multiplient et se différencient dans les ovocytes primaires dans 1’ovaire gauche au
stade 34 (8 jours d’incubation) et commencent les premiéres méioses vers le stade 39 (13 jours
d’incubation) (Nakamura et al. 2013a).

Les CPGs peuvent étre prélevées a 4 stades décrits ci-dessus (STADE X Eyal-Giladi&Kochav
correspondant respectivement au stade blastoderme, au stade 4-5 HH correspondant au croissant
germinal, au stade des CGPs circulantes vers 14-17 HH et au stade des CGPs gonadiques) et utilisées
pour la production des chiméres germinales par transplantation dans I’embryon receveur souvent au stade
blastoderme ou circulatoire. Cependant les chimeres germinales ainsi obtenues sont rares vu le petit
nombre de CGPs par rapport au nombre total de cellules embryonnaires ou sanguines selon le stade. Pour
exemple, au stade blastoderme 1’embryon compte 30000-50000 cellules et seulement ~30 CGPs
(Tsunekawa et al 2000).

Les cellules de blastoderme dans la culture de longue durée appelées cellules souches
embryonnaires (ES pour embryonic stem cells) perdent leur qualités germinales évaluées par I’expression
des marqueurs SSEA-1 et EMA-1 (Pain et al. 1996), mais peuvent étre reprogrammées en CGPs capables
de coloniser les gonades de I’embryon receveur apres surexpression dans ces cellules de CVH (Lavial, et
al. 2009). Le développement de cultures permanentes de CGPs prélevées aux stades du croissant
germinal ou au stade circulatoire a permis d’amplifier ces cellules d’'une maniére illimitée en
gardant jusqu'a certaines limites leurs qualités germinales (van de Lavoir et al. 2006a) La culture
de CGPs aviaires est classiquement réalisée sur un tapis de cellules nourriciére STO (des fibroblastes
embryonnaire de souris) ou BRL (buffalo rat liver) dans un milieu KO DMEM (INVITROGEN)
contenant un milieu conditionné BRL, supplémenté par le serum feetal bovin et le sérum du poulet, les
facteurs de croissances SCF et bFGFB, donc un milieu chimiquement peu défini. FGFB a ét¢ identifié
comme un facteur essentiel et suffisant dans ces conditions de culture pour le maintien et la prolifération
des CGPs en culture (Choi, et al. 2010; Macdonald, et al. 2010). Cependant ce milieu convient pour
dériver les CGPs des males génétiques, tandis que 1’obtention des cultures des CGPs femelles est
beaucoup plus rare. Les cellules femelles se dédifférencient plus rapidement en culture que celles des
males (Song et al. 2014; van de Lavoir et al. 2006a). Les CGPs du poulet prélevées de 1’aorte dorsale et
dérivées en culture ne peuvent pas se développer en gamétes fonctionnels dans le sexe opposé

(Macdonald et al. 2010) contrairement aux CGPs de souris dérivées en culture (Kocer, et al. 2009). 1l est
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intéressant de noter que les CGPs prélevées au stade blastoderme se développent en gametes fonctionnels
aprés le transfert dans ’embryon receveur du méme stade mais du sexe opposé. Dans ces chiméres les
CGPs males peuvent se développer en ovocytes fonctionnels et les CGPs femelles en spermatozoides Z
mais pas en spermatozoides W-fonctionnels (Kagami, et al. 1997). 1l est possible que les CGPs durant la
culture ou entre les deux stades du développement (stade blastoderme et circulatoire) subissent des
modifications épigénétiques limitant leur plasticité sexuelle.

D’une maniére générale le taux de transmission germinale aprés transplantation des CGPs
maintenues en culture de longue durée dans les embryons receveurs est trés variable et souvent n’est pas
satisfaisant. Il peut dépendre de la compétition des CGPs donneurs et receveurs, de la nature de la lignée
des embryons receveurs, de la durée des cultures (Nakamura et al. 2013a). Plusieurs tentatives ont été
entreprises pour limiter la compétition des CGPs donneurs avec les CGPs receveurs en utilisant
I’irradiation et les agents chimiques (busulfan) pour détruire les CGPs des blastodermes receveurs. Mais
ces méthodes entrainent une mortalité embryonnaire considérable ou ne sont pas assez efficaces ou mises
au point. Il a été démontré récemment que méme si les CGPs sont détruites par busulfan au stade de
blastoderme elles sont restaurées vers le milieu de la période embryonnaires (Lee H.C. 2013). Une
tentative a été entreprise récemment avec succes de coloniser les gonades des hybrides stériles entre le
poulet et le faisan avec les CGPs du poulet aprés culture, mais les expériences se limitaient au

développement embryonnaire (Kang, et al. 2011) .

Malgré le progrés indéniable qui a été réalisé lors de ces derniéres années dans la manipulation
des CGPs et les connaissances acquises sur leur développement, beaucoup de questions concernant la
biologie et le fonctionnement des CGPs ainsi que les aspects de leur interaction avec les cellules
somatiques de la gonade restent a explorer pour pouvoir maitriser leur culture et leur transmission et
comprendre 1’évolution des mécanismes impliqués dans leur développement dans le régne animale.

Certaines de ces questions sont adressées dans mon projet de recherche.
Etude du réle des BMPs et de I’Acivines dans la différenciation des PGCs aviaires.

Les cellules positives pour CVH dans I’embryon trés précoce sont considérées comme progéniteurs
des CGPs. A partir du stade X les cellules de blastoderme positives pour CVH sont considérées
comme CGPs, qui apparaissent au stade X, mais ne peuvent pas garder en culture in vitro leur
compétences germinales (Pain et al. 1996), contrairement aux CGPs prélevées a des stades ultérieurs
(4-6 ou 14-15 HH) (Nakamura, et al. 2013b). Ces observations suggerent qu’entre le stade X et le
stade 4-6 HH des signaux inconnus induisent des modifications épigénétiques des cellules CVH et
SSEA-1 positives et donc la différenciation des CGPs. A la différences des cellules ES, qui aprés
injection dans un embryon receveur, peuvent contribuer uniquement aux tissus somatiques (van de
Lavoir&Mather-Love 2006), les CGPs ne contribuent qu’a la lignée germinale sauf si elles étaient
différenci¢es dans les conditions particuliéres de culture en « embryonic germ cells » (EGs) qui

peuvent contribuer uniquement aux tissus somatiques (van de Lavoir, ef al. 2006b). De méme comme
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décrit dans la bréve revue présentée ci-dessus la plasticité sexuelle des CGPs diminue entre le stade X
et le stade 4-6 HH. Des facteurs et des mécanismes qu’ils induisent sur la voie de différenciation des
CGPs et les maintiennent dans 1’état différencié apres le stade X sont donc indispensables a connaitre
pour maitriser la culture et la transmission efficace des CGPs. Récemment une collaboration avec M.
McGrew de Roslin Institute (Edinburgh) nous a permis de développer les cultures permanentes des
CGPs males et femelles prélevées a partir de 1’aorte dorsale de 1’embryon au stade 14-15, et cultivées
en absence des cellules nourriciéres et de sérum du veau feetal (SVF) dans un milieu spéciale
« aviaire » congu par M. McGrew ou dans un milieu DMEM adapté au niveau de 1’osmolarité, la
concentration du calcium et du glucose. Le facteur indispensable pour la survie et la prolifération des
CGPs en absence des cellules nourriciéres et de SVF en plus de FGFb serait I’Activine A. En
utilisant ces milieux nous avons pu dériver les cultures des CGPs circulantes mais nous avons
remarqué que dans un milieu DMEM adapté 1’ Activine A recombinante humaine (rhAct) ne permettait
pas les cultures de longue durée des CGPs femelles. Au cours de la différenciation les sous-unités des
activines sont trés préférentiellement exprimées dans les testicules et les BMPs dans les ovaires (Carre
et al. 2011). Ces facteurs pourraient étre différentiellement impliqués dans la différenciation des CGPs
males et femelles. Par ailleurs chez la souris la signalisation par Bmp4 sécrétée par 1’ectoderme
extraembryonnaire et Wnt3/B-catenine déclenche la spécification de CGPs dans 1’épiblaste postérieur
par I’activation d’un facteur transcriptomique mesodermique trés conservé T, qui & son tour active les
geénes essentiels Blimpl et Prdm14, qui activent le programme du remodelage épigénétique ; BMP4
jouant également un réle important et essentiel dans la répression du programme génétique du
développement du mésoderme (Aramaki, et al. 2013; Ohinata, et al. 2009; Ohinata, et al. 2005). La
signalisation de BMP4 pourrait étre également impliquée dans le développement des CGPs aviaires.
En se basant sur ces hypothéses, nous avons réalisé les cultures des CGPs en présence de I’ Activine et
de BMP4. Nous avons pu constater au bout de 1-2 mois de culture que les CGPs femelles avait une
préférence plus ou moins marquée pour la BMP4 selon le milieu utilisé (milieu aviaire ou DMEM
adapté) tandis que les CGPs males soit avaient une préférence pour rhAct soit dérivaientt aussi bien en
présence de I’un et de I’autre. Des millions de CGPs males et femelles ont été ainsi obtenus a partir d’
échantillons individuels au bout de 5-8 semaines de cultures. Ces CGPs étaient positives aux
colorations PAS, CVH, SSEA-1. Cependant les voies moléculaires régulées par rhAct et BMP4 dans
les CGPs aviaires restent méconnues. Chez la souris les ESCs (embryonic stem cells) sont induits en
EpiLCs (epiblaste-like cells) de pré-gastrulala par 1’Activine A et le FGFB ; les EpiLCs peuvent
ensuite étre induites par BMP4 en PGC-like cells (PGCLCs) (Hayashi, et al. 2012; Hayashi, et al.
2011). Chez le poulet les cellules ESc dérivées du blastoderme dispersées et génétiquement modifiées
pour exprimer CVH acquiérent au moins certaines qualités germinales : elles commencent a exprimer
DAZL, un autre géne spécifique des CGPs, et colonisent les gonades apres le transfert dans 1’embryon
receveur, ce qui suggere que CVH est un facteur essentiel qui oriente les cellules ESc vers la

différenciation en CGPs. CVH est exprimé au niveau de la protéine et du transcrit des les premicres
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divisions zygotiques et durant tout le développement inrautérin (Elis, et al. 2008; Tsunekawa et al.
2000). Son expression a ces stades serait maternelle. 24h aprés fécondation, au stade blastoderme
quand I’activation du génome démarre, on observe une augmentation importante de I’expression de
CVH (Elis et al. 2008). Il est possible qu’a ce stade un signal inconnu soit nécessaire pour le
démarrage et le maintien de 1’expression de CVH par le génome embryonnaire. Ce signal pourrait
impliquer 1’Activine et/ou BMP4 et la voie activée par BMP4 impliquant WNT3, T, BIIMP1 et
PRDM14 pourrait au moins en partie étre conservée chez le poulet. Dans ce contexte il serait
intéressant de déterminer les cibles positivement et négativement régulées de I’activine et de BMP4
des CGPs des males et des femelles en culture. Dans un premier temps, nous allons étudier 1’activation
de la voie SMAD 1/5/8 par BMP4 et de SMAD2 par Activine, ainsi que des récepteurs BMPRIA,
BMPRI1B, BMPRII, ACTRIA, ACTRIIA. Nous allons également voir si les génes Wnt3, T, BLIMP1
et PRDM14, TFAP2C sont exprimés dans les CGPs en culture et si c’est le cas, regarder si leur
expression persiste quand la voie de BMP est inhibée. L’effet de supplémentation de la culture par
Wnt3a sous condition d’inhibition de BMP4 d’une part et I’inhibition de la voie WNT en présence ou
en absence/ inhibition de BMP4 d’autre part sur ’expression des cibles potentiels T, BLIMPI1,
PRDM14, SOX2, FOXA2, les génes de la famille Hox et les déméthylase DNMT1,2,3 ainsi que
CVH permettront d’évaluer la conservation de cette voie chez le poulet et de mieux comprendre le role
de I’Activine A et BMP4 dans le maintien et la prolifération des CGPs en culture. Dans un deuxiéme
temps I’immunoprecipitation de la chromatine avec un anticorps contre SMAD suivi d’un séquencage
des sites de liaison (ChipSeq) pourra étre envisagée pour déterminer les cibles directes de la
signalisation de BMP4 et de I’Activine. Ces études pourraient étre complétées par 1’analyse
transcriptomique (RNASEQ). La culture des cellules de blastoderme devra étre envisagée dans le
milieu aviaire en présence de BMP4 ou d’Activine A pour voir si ces facteurs permettent de maintenir
I’expression des marqueurs des CGPs dans les cultures de longue durée et de promouvoir leur survie et
leur prolifération et peut-étre de dériver les CGPs en culture a partir de ce stade. En plus de I’intérét
fondamental de ces expériences, pouvoir dériver les CGPs en culture a partir des cellules de
blastoderme a un véritable intérét finalisé dans un contexte de conservation des ressources génétiques.
La cryopréservation des blastodermes, si leur amplification en culture est maitrisée aprés congélation,
est économiquement beaucoup plus intéressante, que la cryoconservation des CGPs aprés culture de
longue durée qui est trés couteuse. Il serait également intéressant de tester d’autre TGFf comme

BMP2 et Activine B sur le comportement des CGPs en culture.

Le role des BMPs et des Activines sur les CGPs gonadiques (gonocytes) sera étudié en utilisant la
culture organotypique que nous avons établie dans nos travaux précédents. La culture des gonades sera
réalisée en présence de ces molécules ou de leurs inhibiteurs suivie par 1’analyse du nombre de CGPS

et de I’expression de leurs marqueurs.
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L’ensemble de ces travaux devront apporter de nouvelles connaissances sur les mécanismes
moléculaires impliqués dans le développement des CGPs males et femelles chez le poulet et de
permettre mieux maitriser leurs cultures et donc la conservation des patrimoines génétiques. Ils sont
développés en étroite collaboration dans 1’équipe avec E. Blesbois, IR, S. ALVES, TR et V. Guérin IE
contractuelle recrutée dans le cadre du projet région VALBIODI consacré au développement des outils
de conservation des races locales a petit effectif ; B. Pain, PrimaStem, INSERM de Lyon. Notre race

modele ici est la poule Noire du Berry.
Les facteurs impliqués dans I’identité sexuelle phénotypiques des CGPs

Les CGPs males ou femelles prélevées plus tardivement que le stade X et dérivées en culture ne
peuvent pas se développer en gamétes fonctionnels et sont souvent perdues au cours du
développement postnatal aprés transfert dans les embryons du sexe opposé (Macdonald et al. 2010;
Park&Han 2013; Song et al. 2014), ce qui suggére que trés tot ces cellules acquiérent leur
prédétermination du développement sexuel. Les facteurs moléculaires impliqués dans cette
différenciation ne sont pas connus. Un des objectifs des projets dans lesquels je suis impliquée (CRB
ANIM et VALBIODI) consiste a identifier les différences entre les CGPs maéles et femelles dérivées
en culture. En collaboration avec E. Blesbois, L. Vasco, postdoctorante dans le cadre du projet CRB-
ANIM, spécialiste des approches protéomiques, et aussi avec V. Guérin et S. Alves, le protéome des
CGPs males et femelles dérivées in vitro sera analysé en premier temps par I’approche Maldi-Tof
(protéines et peptides 2-25000 daltons) couplée a une identification top down comme récemment
utilisé avec succes dans notre équipe pour une étude du protéome du spermatozoide (Labas, et al.
2014). En cas de nécessité cette approche pourra étre complétée par une approche Bottum up,
cependant beaucoup plus lourde a mettre en ceuvre. D’aprés mes connaissances, ces approches n’ont
encore pas été appliquées a I’étude des CGPs. Les premiéres mises au point sont déja réalisées et la
signature du protéome/peptidome des CPGs est obtenue. Nous espérons obtenir les signatures des
CGPs males et femelles et peut-étre les modifications posttraductionnelles différentielles des
histones. Cette étude sera ultériecurement complétée par une étude transcriptomique. L’ensemble de
ces études doit nous aider a comprendre le verrouillage de la plasticité sexuelle des CGPs et a donner
des clés pour éventuellement pouvoir la déprogrammer ce qui pourrait étre trés intéressant pour les

biotechnologies de conservation des ressources génétique basées sur les CGPs.
Impact de la cryopreservation des cultures de longue durée sur la qualité et des CGPs.

Au cours des différentes étapes des biotechnologies de conservation de cellules a potentiel
reproducteur se pose une question fondamentale la qualité des cellules en termes de 1) compétence a
transmettre le génome et 1’épigénome non altérés a la descendance et 2) capacité a donner une
descendance viable et d’une maniére efficace. Cependant rien n’est connu a I’heure actuelle sur

I’impact de la cryopréservation et de la culture sur la qualit¢ de CGPs, sous le terme qualité on
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comprend I’intégrité du génome, de 1’épigénome, du transcriptome, du protéome et du lipidome. Les
cultures de longue durée (au-dela de 5-8 semaine) affectent d’une maniére drastique la transmission de
CGPs apres le transfert a la descendance, méme si ces cellules expriment toujours les marqueurs
spécifiques comme CVH, SSEA-1, EMA-1 et sont PAS positives. A travers les projets actuels (CRB
ANIM) et le projet européen IMAGE en préparation nous nous intéresserons a 1I’impact de la durée de
culture et de la cryopréservation sur I’évolution du protéome et du transcriptome des CGPs.
L’approche protéomique est utilisée actuellement avec succes et pour la premicre fois dans notre
équipe pour évaluer I’impact de la cryopréservation sur la qualité de la semence et pour rechercher les
marqueurs de qualité de la semence (résultats non encore publiés). Cette approche trés prochainement
sera appliquée aux CGPs cryopréservés. Dans le cadre de I’ANR international Cryobirds nous avons
déja effectué une étude préliminaire sur I’impact de la cryopreservation (on comprend sous le terme
cryopréservation les étapes de congélation, décongélation et de 1’élimination des cryoprotécteurs par
lavage) des blastodermes avec une perspective de pouvoir un jour dériver les CGPs a partir des
blastodermes cryopréservés. Nous avons réalisé ce travail en collaboration avec B. Pain (INRA,
Primastem, INSERM de Lyon) qui nous a fourni une liste de génes candidats sélectionnés par
I’approche transcriptomique pour étre exprimés dans le blastoderme en tant que génes pluripotents et
germinaux. Ce travail a été réalisé en collaboration avec E. Blesbois, S. Alves et I. Grasseau, TR, ainsi
que V. Guérin. Comme mentionné ci-dessus le stade blastoderme contient 30-50 CGPs sur 30000-
50000 cellules de blastoderme. Dans cette étude nous avons pu constater une dégradation globale des
transcrits de tous les geénes aprés la décongélation par rapport aux cellules de blastoderme frais,
cependant les niveaux de transcrits variaientt d’une maniere trés différente selon le géne. Les génes
connus pour étre impliqués dans le développement de la lignée germinale male chez la souris
(NODAL, ACTVR?2) sont parmi les genes les plus touchés. Nous allons poursuivre en utilisant des
cultures de CGPs analysées par une approche restreinte de génes-candidat par PCR en Temps réel,
puis 1’approche protéomique, puis 1’approche transcriptomique plus large. Concernant les cultures de
longue durée des CGPs nous supposons que leur perte de compétence au développement dans
I’embryon receveur est due en grande partie aux modifications épigénétiques incorrectes de ces
cellules qui seraient en cause dans 1’instabilité de leur génome. Nous allons aborder ce probléme par
I’approche protéomique en collaboration avec L. Vasco et V. Labas IR de la plateforme protéomique
et transcriptomique en paralléle avec I’équipe de M. McGrew, Roslin Institute qui lui étudiera
I’instabilité du génome des CGPs en culture par les approches de séquengage dans le cadre du projet
européen en préparation s’il est accepté. Ces ¢tudes nous permettront d’identifier les facteurs
responsables de 1’altération des CGPs a différentes étapes du procédé¢ de leur conservation et de mettre
le doigt sur les mécanismes essentiels qui leur conférent leur compétence germinale. Elles ouvriront

également les voies pour optimiser les cultures et les protocoles de cryopréservation des CGPs.

Contexte gonadique et transmission germinale des CGPs.
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La variabilit¢ des taux de transmission germinale aprés le transfert des CGPs dans un embryon
receveur est un véritable probléme dans les biotechnologies de restauration des patrimoines génétiques
aviaires utilisant les CGPs. Comme préalablement mentionné, la compétition des CGPs du donneur
avec les CGPs du receveur dans la gonade semble y étre une des premicres causes. Nous envisageons
d’explorer plusieurs voies pour augmenter les chances des CGPs donneurs de se développer dans les
gonades de I’embryon receveur. Ces voies seront développées dans les projets européens IMAGE et
ANR international GermDuck tous les deux en préparation. Le but est de stériliser les embryons
receveurs tout en préservant les capacités de transmission germinale des CGPs des donneurs. Plusieurs
voies de stérilisation seront explorées : stérilisation par modification génétique des CPGs du receveur ;
traitement chimique ou radiation UV seront abordés en collaboration avec 1’équipe du Roslin Institute.
Je me suis intéressée dans ce contexte aux oisecaux hybrides inter-espéces tels les canards-mulard
(hybride de canard de Barbarie et de cane Pékin), les hybrides poulet-caille ou poulet-faisans. Ces
oiseaux sont stériles la plupart de temps, en particulier les femelles ont des gonades mal développées
contenant ou pas des cellules germinales arrétant leur développement a des stades en général précoces.
Les causes de stérilit¢é ne sont pas connues, mais pourraient étre liées a I’incompatibilité des
chromosomes lors de leur appariement pendant la méiose. Chez les femelles, la méiose ayant lieu
durant le développement embryonnaire, le développement gonadique est trés vite affecté aprés la
naissance. Notre hypothése ici est que si les embryons-hybrides recevaient les CGPs d’un individu
d’une des espéces parentales, ces CGPs pourraient promouvoir le développement des gonades
hybrides et étre préférentiellement développés par rapport aux CGPs hybrides. De plus si les CGPs
donneurs ici peuvent se développer en gametes fonctionnels on pourrait espérer 100% de
transmission en cas de succeés du transfert. Les premicres recherches dans ce domaine sont
prometteuses (Kang et al. 2011). Sur le plan fondamental, une comparaison du développement des
gonades hybrides en absence ou en présence des CGPs « normales » parentales constituent un modele
trés intéressant pour identifier les facteurs germinaux impliqués dans le développement gonadique
mais aussi pour explorer comment I’environnement gonadique peut influencer le développement des

cellules germinales.
Les cultures des CGPs aviaires in vitro comme modé¢le d’avenir pour I’écotoxicologie.

Dans la synthése de mes travaux j’ai briévement présenté mon implication dans le projet sur les
perturbateurs endocriniens STORM ou j’ai développé en collaboration avec Edith Guibert, Al
contractuel et P. Froment, CR1 de mon équipe un modéle sensible pour évaluer I’impact des
perturbateurs endocriniens sur le développement du systéme reproducteur chez 1’oiseau basé sur la
culture organotypique. Une des causes supposées des cancers testiculaires d’origine germinale est une
exposition pré- et périnatale aux perturbateurs endocriniens qui peuvent affecter directement ou
indirectement le développement des cellules germinales (Rajpert-De Meyts 2007; Rajpert-de

Meyts&Hoei-Hansen 2007). Les perturbateurs endocriniens rejetés dans les milieux sont également
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mis en cause dans la diminution voire la disparition de certaines populations d’oiseaux sauvages a
cause de problémes de reproduction. La culture immortalisée de CGPs aviaires congelables, obtenue
d’une maniére non-invasive par rapport a la mére, représenterait un excellent outil pour évaluer I’effet
direct des perturbateurs endocriniens sur les différents aspects du fonctionnement de ces cellules et
pourrait donc servir de modele pour un test toxicologique. Ce théme n’est pas au coeur de mes projets
immédiats mais j’envisage de me rapprocher de nouveau des recherches dans ce domaine et de
proposer un projet en toxicologie en utilisant la culture de CGPs aviaires comme modéle et outil.
L’amélioration de notre connaissance des mécanismes impliqués dans le développement des CGPs
proposée dans les chapitres précédents nous permettra de proposer les voies moléculaires a évaluer
comme cibles des perturbateurs endocriniens. La recherche de nouvelles cibles de perturbateurs
endocriniens pourra é&tre envisagée par des approches transcriptomiques, protéomiques et

epigénétiques.
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CONCLUSIONS

La biologie des cellules germinales primordiales aviaire in vitro ou in vivo dans la gonade et est un
champ vaste pour les recherches fondamentales et finalisées. Les perspectives que j’ai présentées sont
larges et visent aussi bien ’acquisition des connaissances dans ce domaine que le développement des
outils pour les biotechnologies de reproduction et conservation des ressources génétiques. Je les
aborderai dans I’ordre des priorités, dictées par 1’état du développement des outils et des connaissances
et les objectives des projets en cours (Valbiodi et CRB ANIM) Ces priorités sont les suivantes :

1) La mise en place de la culture de longue durée des CGPs males et femelle, qui est un outil
incontournable pour la recherche et les biotechnologies. Cette partie est aujourd’hui largement acquise
au laboratoire. Il nous reste & mettre en place les tests fonctionnels basés sur le transfert des CGPs
aprés culture dans I’embryon receveur et I’évaluation de la colonisation des gonades par ces cellules,
et plus loin sur la présence des gametes fonctionnels issus des CGPs donneurs et la transmission du
matériel génétique a la descendance.

2) La caractérisation des voies moléculaires impliquées dans le maintien et la prolifération des CGPs
males et femelles en culture activées par les BMPs et I’ Activine et de 1’action de ces molécules sur les
CGPs gonadiques me semble indispensable de point de vue fondamental et finalisé. Ce travail
commence dans le cadre du stage M2 de M. Cherif-Feildel et un projet de thése pour I’année 2015 est
déja déposé.

3) La caractérisation de I’identité sexuelle phénotypique des CGPs est également commencée par les
approches protéomiques et sera poursuivie par des approches transcriptomiques. Cette étude nous
apportera une connaissance sur les spécificités du développement des CGPs aviaires et doit permettre
mieux maitriser leur manipulation lors des biotechnologies de conservation/restoration des ressorces
génétiques.

4) L’¢évaluation de la qualité des CGPs cryopréservées et apres culture de longue durée est une étape
importante pour le succés de leur développement dans 1’organisme receveur et pour pouvoir prédire la
qualité de la descendance. Ce travail a commencé déja sur les cellules de blastoderme cryopréservées
et sera poursuivi sur les CGPs lors du stage M2 de W. Resiné et en collaboration avec L .Vasko
(posdoc agreenskills dans notre équipe)

5) A plus long terme I’interaction des CGPs et des cellules somatiques gonadiques sera étudiée en
explorant des modeles d’hybrides inter-espeéces stériles et en utilisant la culture des CGPs.
L’exploration de ces modéles me semble une opportunité originale pour comprendre I’influence des
CGPs sur le développement de la gonade et pour pouvoir améliorer le taux des gamétes issus de CGPs
donneurs.

6) Les CGPs in vitro pourront étre abordées a terme dans un contexte d’écotoxicologie de la
reproduction puisque la culture de ces cellules présente un modele pertinent pour la recherche dans ce

domaine pouvant aller jusqu’au développement d’un test.
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7) L’étude de nouveaux génes identifiés comme impliqués dans la différenciation gonadique, en
particulier des genes liés aux chromosomes sexuels dans un contexte comparé est un sujet que
j’envisage de développer en étroite collaboration avec S. Fouchécourt, CR1 qui a rejoint notre équipe

en 2010 et qui s’intéresse a I’évolution des génes de reproduction.

Dans le développement des différentes parties du projet je m’appuierai sur des collaborations
nationales et internationales. L’ensemble de ce projet permettra d’améliorer notre connaissance de la
biologie des CGPs aviaires in vitro et in vivo et de développer de nouvelles biotechnologies de

reproduction utiles pour la conservation et la valorisation des ressources génétique.
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